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AI Kvasovke Saccharomyces cerevisiae so med alkoholno fermentacijo 
izpostavljene hitremu spreminjanju fermentacijskega okolja. Visoka temperatura, 
visoka koncentracija substratov in produktov, pomankanje hranil in kisika jim 
predstavlja stres, pred katerim je kvasovke potrebno zaščititi. Mikrokapsulacija je 
tehnika, ki pridobiva vedno večjo vlogo v živilstvu in biotehnologiji. Raziskave 
so pokazale, da lahko z mikrokapsulacijo kvasovke zaščitimo pred stresnimi 
dejavniki v fermentacijskem okolju. V magistrski nalogi smo s kapsulatorjem 
BÜCHI 395–Pro pripravili mikrokroglice iz alginata, hitozana in pektina. Za 
kapsulacijo smo uporabili kulturo kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 iz Zbirke 
industrijskih mikroorganizmov Biotehniške fakultete. Spremljali smo potek 
alkoholne fermentacije s kapsulirnimi kvasovkami v gojiščih z veliko 
koncentracijo glukoze in pri visoki temperaturi fermentacije. Sproščanje kvasovk 
iz mikrokroglic smo spremljali z merjenjem vrednosti OD pri 650 nm, količino 
nastalega etanola in porabe glukoze smo analizirali z metodo HPLC. Ugotovili 
smo, da je kapsulacija uspešno zaščitila kvasovke pred veliko koncentracijo 
pridobljenega etanola v gojišču, saj so imele kapsulirane kvasovke boljši 
izkoristek. Kaspulacija je delno uspešno zaščitila kvasovke pred temperaturo 
fermentacije, 37 in 42 °C. Kapsulirane kvasovke so imele v gojišču pri 8 % 
glukoze in 37 °C ter v gojišču pri 24 % glukoze pri 37 in 42 °C boljši izkoristek 
od prostih kvasovk. Vseeno so dosegle nižjo koncentracijo etanola kot pri 
temperaturi 24 °C. Kapsulacija je vplivala na spremenjeno dinamiko porabe 
glukoze in nastajanja etanola. Izmed treh uporabljenih polisaharidov, se je za 
najbolj učinkovitega izkazal alginat. Pri uporabi mikrokroglic (240 ± 27 µm) iz 
alginata so kvasovke dosegle najboljše izkoristke in proizvedle največje 
koncentracije etanola (do 13,1 vol. % nastalega etanola).  
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AB During alcoholic fermentation yeasts of Saccharomyces cerevisiae are exposed to 
rapid changes in the fermentative environment. High temperature, high 
concentration of substrates and products, lack of nutrients and oxygen are stress 
factors from which yeasts require protection. Microencapsulation is a technique 
that is gaining an increasing role in food industry and biotechnology. Research 
has shown that microencapsulation can protect yeasts from stress factors in the 
fermentative environment. In this master's thesis, we prepared microcapsules from 
alginate, chitosan, and pectin with a BÜCHI 395–Pro Encapsulator. Yeast strain 
S. cerevisiae ZIM 2155 from the Collection of Industrial Microorganisms of the 
Biotechnical Faculty was used for encapsulation. The course of alcoholic 
fermentation with encapsulated yeasts was monitored in media with high glucose 
concentration at high temperature. Yeast cell release from the microbeads was 
monitored by measuring the OD values at 650 nm, the amount of ethanol 
produced, and glucose consumption were analyzed by HPLC method. We found 
that encapsulation successfully protected yeasts from the high concentration of 
glucose and ethanol in the medium, as the encapsulated yeasts achieved better 
yields. Encapsulation only partially successfully protected the yeasts from the 
fermentation temperature of 37 and 42 °C. The encapsulated yeasts achieved 
better yields than free at 8 % glucose and 37 °C, and at 24 % glucose at 37 and 42 
°C, but still produced lower ethanol concentration than at 24 °C. Encapsulation 
affected the kinetics of glucose consumption and ethanol production. Of the three 
polysaccharides used, alginate microbeads proved to be the most effective. When 
using alginate microbeads (240 ± 27 µm), the yeasts achieved the best yields and 
produced the highest concentrations of ethanol (up to 13,1 vol. %. of the resulting 
ethanol). 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
CFU/mL  število števnih kolonij na mL (ang. colony forming unit) 
 
EtOH   etanol 
 
GRAS  status varne uporabe v živilstvu (ang. generally recognized as 
safe) 
 
GLU   glukoza 
 
HPLC    tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
 
mQ voda  visoko prečiščena voda s filtrom 0,2 µm in upornostjo 18,2 
MΩcm, pri 25 °C  
 
OD    optična gostota (ang.optical density) 
 
rcf    relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifugal field) 
 
RID    detektor lomnega količnika (ang. refractive index detector) 
 
rpm    vrtljaji na minuto (ang. revolutions per minute) 
 
RSD   relativni standardni odklon (ang. relative standard deviation) 
 
STMP   natrijev trimetafosfat, Na3P3O9 
 
YPD gojišče za gojenje kvasovk iz 3 sestavin: kvasnega ekstrakta, 
peptona in glukoze 
 
TPP  natrijev trifosfat, Na5P3O10  
 
% m/v masno-volumski odstotek, predstavlja maso topljenca v gramih na 
100 mL nastale raztopine. 
 
vol. % volumski odstotek, uporabljamo kot odstotek prostornine 
komponente v enoti prostornine zmesi [V/V] 
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Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae poznamo tudi kot pekovske kvasovke, ki pa 
se pogosto uporabljajo tudi kot starterske kulture pri proizvodnji piva in vina (Stewart, 
2016). Poleg uporabe v industriji pijač, so kvasovke S. cerevisiae nepogrešljiv 
mikroorganizem v pekarstvu, proizvodnji kvasne biomase ter pri pripravi arom in 
ekstraktov, kjer se za različne namene uporabljajo različni sevi S. cerevisiae (Saini in 
sod., 2018). Alkoholna fermentacija predstavlja osrednjo fazo proizvodnje piva in vina, 
zato je njeno poznavanje in upravljanje ključnega pomena za kakovosten končni produkt 
(Stewart, 2016).  
 
Med alkoholno fermentacijo se hitro spreminjajo razmere v katerih morajo kvasovke 
preživeti, ohranjati živost in metabolno aktivnost. Stres jim predstavljajo spreminjajoča 
temperatura, visoka koncentracija substratov in produktov, spreminjanje količine kisika 
(O2) in pomankanje hranil (Rathore in sod., 2013). Dva izmed bolj stresnih dejavnikov, 
ki močno vplivata na končen izkoristek alkoholne fermentacije, sta visoka temperatura in 
visoka koncentracija etanola (Saini in sod., 2018). Kvasovke S. cerevisiae optimalno 
delujejo pri temperaturi med 25 in 37 °C. (Ylitervo in sod., 2011). Temperatura med 
fermentacijo narašča zaradi metabolne aktivnosti kvasovk. Ob neustreznem hlajenju 
lahko povišana temperatura povzroči zmanjšano rast kvasovk in nastajanje neželenih 
produktov fermentacije. Pri visokih temperaturah lahko pride do popolne zaustavitve 
fermentacije. Za ustrezen potek alkoholne fermentacije je zato na proizvodnem nivoju 
nujno hlajenje, ki predstavlja velik ekonomski strošek za proizvajalce (Saini in sod., 
2018). Med alkoholno fermentacijo se poleg naraščanja temperature v gojišču povečuje 
tudi koncentracija etanola. Občutljivost kvasovk na etanol se med sevi razlikuje. 
Naraščanje koncentracije etanola povzroča zmanjšano rast in živost kvasnih celic (Saini 
in sod., 2018). Povišana koncentracija etanola v gojišču vpliva na fluidnost celične 
membrane kvasovk. Ta se kaže kot izguba ionskega ravnotežja in posledično porušenje 
strukture celične membrane. Zaradi toksičnosti etanola prihaja do zmanjšane sposobnosti 
kvasovk za sprejemanje glukoze in aminokislin, zmanjša se tudi aktivnost glikolitičnih 
encimov (Auesukaree, 2017; Saini in sod., 2018).  
 
Zaradi težav, ki nastajajo med fermentacijo, raziskovalci iščejo rešitve in raziskujejo 
možnosti prilagoditev kvasovk na stresne dejavnike v fermentacijskem okolju. Kot ena 
od uporabnih možnosti se nakazuje kapsulacija kvasovk v naravne polimerne materiale 
(Gurazi in sod., 2017). S kapsulacijo v različne polimerne materiale lahko 
mikroorganizme ujamemo v delce različnih velikosti in oblik ter jih tako zaščitimo pred 
stresnimi vplivi okolja. Raziskave kažejo, da lahko s kapsulacijo izboljšamo preživetje 
mikroorganizmov, izboljšamo izkoristek fermentacije, povečamo toleranco na stresne 
dejavnike med fermentacijo in omogočimo hitrejšo ter bolj učinkovito ločitev mikrobnih 
celic iz fermentacijskega gojišča (Rathore in sod., 2013; Gurazi in sod., 2017). 
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1.1 NAMEN  
Z magistrsko nalogo smo želeli ugotoviti, kako na potek alkoholne fermentacijo vpliva 
kapsulacija kvasovk S. cerevisiae (ZIM 2155). S spremljanjem alkoholne fermentacije 
smo želeli raziskati ali je zaradi kapsulacije omogočena hitrejša ločba mikrobne mase. 
Zanimalo nas je, kako kapsulacija vpliva na zmožnost kvasovk, da delujejo pri višjih 
koncentracijah etanola in pri povišani temperaturi fermentacije, ki predstavljata glavna 
stresna dejavnika med alkoholno fermentacijo. Z uporabo različnih polisaharidov za 
kapsulacijo smo želeli raziskati, kakšen vpliv ima uporaba različnih polisaharidov na 
potek alkoholne fermentacije, ločevanje biomase in zmožnost kvasovk, da delujejo pri 
visokih koncentracijah etanola. 
1.2 HIPOTEZE  
Hipoteza 1: Kapsulacija kvasovk v polisaharidne materiale poveča hitrost fermentacije 
ter omogoča hitrejšo ločbo mikrobne mase med fermentacijo.  
 
Hipoteza 2: S kapsulacijo kvasovk v polisaharidne nosilne materiale je mogoče izboljšati 
odpornost kvasovk na višje koncentracije etanola v fermentacijskem gojišču.  
 
Hipoteza 3: S kapsulacijo kvasovk v polisaharidne materiale je mogoče fermentacijo 
izvajati pri višji temperaturi in s tem izboljšati ekonomičnost procesa pridobivanja 
etanola.  
 
Hipoteza 4: Uporaba različnih polisaharidov za kapsulacijo kvasovk S. cerevisiae vpliva 
na hitrost fermentacijskega procesa in odpornost kvasovk na stresne dejavnike, ki jih 
povzroča spreminjajoče okolje med fermentacijo. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 KVASOVKE S. cerevisiae 
2.1.1 Značilnosti kvasovk S. cerevisiae  
Kvasovke S. cerevisiae spadajo med enocelične mikroorganizme, ki se razmnožujejo z 
brstenjem (Shopska in sod., 2019). So okrogle, ovalne ali cilindrične oblike (Stewart, 
2014). Velikost se razlikuje glede na sev in fazo rasti. V povprečju so ovalnih oblik velike 
5 × 6 µm, okrogle pa v povprečju merijo 4 µm (Sherman, 2002). Kolonije so kremne bele 
barve, njihova površina je gladka in ploščata (Stewart, 2014). Spadajo med fakultativne 
anaerobne mikroorganizme, v anaerobnih razmerah glukozo pretvarjajo v etanol (Krantz 
in sod., 2004). Za rast in ohranjanje živosti kvasnih celic potrebujejo kisik. Ta je 
pomemben za biosintezo sterolov in maščobnih kislin, ki ohranjajo integriteto celične 
membrane. V anaerobnih pogojih se biosinteza sterolov in maščobnih kislin zaustavi, kar 
vodi v prenehanje rasti kvasovk (Gibson in sod., 2007; Stewart, 2014).  
 
Kvasovke med fermentacijo najbolj učinkovito porabljajo glukozo. Uspešno lahko 
fermentirajo tudi druge monosaharide kot sta manoza in fruktoza (Stewart, 2014). Večina 
sevov kvasovk S. cerevisiae lahko fermentira tudi disaharide. Med njimi najučinkoviteje 
porabljajo saharozo, lahko pa izkoriščajo tudi maltozo in galaktozo (Stewart, 2014; 
Parapouli in sod., 2020). S pomočjo encimov imajo nekateri sevi možnost razgradnje 
škroba in dekstrinov na monosaharide, ki jih nato porabijo za fermentacjo. Laktoze ne 
more fermentirati noben sev. Imajo relativno visoko toleranco na koncentracijo etanola v 
gojišču, kjer rastejo. Odpornost sevov na etanol je različna. Podatki v literaturi kažejo, da 
je večina sevov sposobna rasti pri koncentracijah med 4 in 12 vol. %, nekateri sevi lahko 
preživijo tudi do koncentracije 15 vol. % etanola v gojišču. Vendar povišana 
koncentracija etanola vpliva na živost in metabolizem kvasovk (Stewart, 2014; Divate in 
sod., 2016). Posebnost metabolizma kvasovk S. cerevisiae je tako imenovan Crabtree 
efekt. Kvasovke ob visokih koncentracijah glukoze v gojišču, glukozo prednostno 
pretvarjajo po anaerobni poti preko piruvata do etanola. To počnejo kljub temu, da je v 
okolju prisoten kisik in bi bilo iz energijskega vidika bolj učinkovito, da bi glukozo 
pretvarjale po aerobni poti in s tem bolj učinkovito rasle (Parapouli in sod., 2020). 
2.1.2 Optimalni pogoji za rast  
Večino sevov kvasovk S. cerevisiae raste pri temperaturi med 5 in 40 °C (Stewart, 2014). 
Optimalna temperatura rasti je za večino sevov med 25 in 37 °C. Tudi termotolerantni in 
mezofilni sevi kvasovk imajo običajno zgornjo mejo med 42 in 45 °C. (Ylitervo in sod., 
2011). Gojenje kvasovk S. cerevisae je nezahtevno. Podvojitveni čas, pri 30 °C, znaša 
med 1,25 – 2 uri. Zaradi hitre rasti je njihova uporaba ekonomsko ugodna, kratek 
podvojitveni čas predstavlja prednost tudi pri poteku alkoholne fermentacije. Za gojenje 
kvasovk S. cerevisiae se najpogosteje uporablja YPD gojišče, ki vsebuje kvasni ekstrakt, 
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pepton in glukozo v razmerju 1: 2 : 2. Za aerobno rast kvasovk se uporablja tekoče YPD 
gojišče in inkubator s stresalnikom, ki omogoča, da imajo kvasovke ves čas dovolj kisika 
za rast. Stresanje pri 150 – 200 rpm zagotavlja zadostno areacijo za gojenje 100 mL 
kulture. Za ugotavljanje števila celic v gojišču se lahko uporablja spektrofotometer, ki 
meri motnost (turbidimetrija) vzorca pri valovni dolžini 600 nm (Stewart, 2014). 
 
Kot večini kvasovk, tudi kvasovkam S. cerevisiae, ustreza optimalna vrednost pH gojišča 
med 4,5 in 6,5. Pri nižji vrednosti pH še vedno lahko rastejo, a se jim pri tem spremeni 
prepustnost celične membrane, kar vpliva na zmanjšano rast. Raziskave so pokazale, da 
lahko oslabljeno rastejo tudi pri vrednosti pH 1,6 (Stewart, 2014). Pri zelo visokih 
vrednostih pH je rast kvasovk S. cerevisiae prav tako upočasnjena. Tako lahko rastejo v 
gojišču z vrednostjo pH med 8 in 9, vendar je rast močno upočasnjena (Peña in sod., 
2015). Na inhibicijo njihove rasti vplivajo nekatere organske kisline, med njimi p–
kumarinska in ferulna kislina. Naravni inhibitorji rasti kvasovk S. cerevisiae so kofein, 
lizocim iz jajc in visoke koncentracije etanola (Stewart, 2014). 
2.1.3 Uporaba kvasovk S. cerevisiae v živilstvu 
Kvasovke S. cerevisiae so eden od najbolj pogosto uporabljenih mikroorganizmov v 
živilski industriji (Saini in sod., 2018). Svoje mesto v živilstvu so si pridobile zaradi 
dostopnosti, odpornosti, enostavnega rokovanja in odstranjevanja, nizke cene, varnosti 
uporabe (imajo status GRAS) in sposobnosti učinkovitega pretvarjanja različnih 
substratov v končne produkte. Med fermentacijo proizvajajo številne aromatske spojine, 
ki obogatijo aromatski profil končnih izdelkov (Djordjević in sod., 2017). Zaradi naštetih 
prednosti imajo pomembno vlogo v industriji pijač, predvsem pri proizvodnji piva, vina 
in žganja. Uporabljajo se v pekovski industriji za pripravo kruha in peciva. Kvasovke S. 
cerevisiae se uporabljajo tudi za proizvodnjo biomase – kvasa, nekaterih ekstraktov in 
arom (Stewart, 2014). Poleg uporabe v živilski industriji so eden glavnih 
mikroorganizmov za proizvodnjo bioetanola, ki se ga uporablja kot pogonsko gorivo 
(Saini in sod., 2018). 
 
Kljub temu, da se kvasovke S. cerevisiae uporabljajo v zelo širokem področju živilske 
industrije, so lahko tudi škodljivci in kvarljivci hrane. Največkrat povzročajo kvar pri 
živilih z višjo vsebnostjo sladkorjev. Tako jih lahko najdemo kot kvarljivke sadnih sokov 
in koncentratov, alkoholnih pijač z nižjo vsebnostjo etanola in visoko vsebnostjo 
sladkorjev, mlečnih izdelkov z dodanim sladkorjem in sirih z večjo vsebnostjo vode ter 
zmanjšano vsebnostjo soli. Divji sevi kvasovk S. cerevisiae lahko tvorijo neželene 
stranske produkte, ki vplivajo na senzorične lastnosti piva in vina. Prav tako lahko 
zaustavijo in onemogočijo normalen potek alkoholne fermentacije, vodene s pomočjo 
starterskih kultur (Stewart, 2014). 
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2.2 ALKOHOLNA FERMENTACIJA  
2.2.1 Značilnosti alkoholne fermentacije 
Alkoholna fermentacija je biotehnološki proces pri katerem mikroorganizmi, 
najpogosteje kvasovke, v anaerobnih razmerah glukozo preko piruvata pretvarjajo v 
etanol (Bavčar, 2017). Poleg etanola je glavni produkt fermentacije tudi ogljikov dioksid 
(CO2). Nastajanje CO2 pripomore k mešanju gojišča med fermentacijo.  
 
Enačba alkoholne fermentacije : 
C6H12O6 → 2 C2H5OH + 2 CO2 
1 mol glukoze → 2 mol etanola + 2 mol ogljikovega dioksida               …(1) 
 
Kvasovke med alkoholno fermentacijo proizvajajo še številne sekundarne metabolite, 
med njimi višje alkohole, estre, aldehide in organske kisline, ki dajejo značilno aromo 
vinu, ciderju in pivu (Shopska in sod., 2019). Pri proizvodnji alkoholnih pijač se lahko 
uporablja spontana fermentacija s kvasovkami iz okolja (Stewart, 2014).V industrijskem 
merilu je to neučinkovito, zato pogosto dodajajo starterske kulture kvasovk, ki so izbrane 
glede na željene lastnosti končnega izdelka (Bavčar, 2017). 
 
V moštu je na začetku fermentacije prisotna visoka koncentracija sladkorjev. Skupna 
koncentracija glukoze in fruktoze v moštu je med 180 in 210 g/L (Bavčar, 2017). Po 
koncu eksponentne faze rasti je koncentracija celic v moštu do 108 CFU/mL. Končna 
koncentracija etanola v vinu je med 9 in 14 vol. % (Stewart, 2014; Bavčar, 2017). Sladica 
pri proizvodnji piva vsebuje nižjo koncentracijo sladkorjev kot mošt. Značilna je krajša 
faza prilagajanja (lag faza) in hitrejši zaključek alkoholne fermentacije, nekje po 4–10 
dneh. Število kvasnih celic se med fermentacijo sladice poveča na 6 – 8 ×107 CFU/mL. 
Končna koncentracija etanola v klasičnem pivu znaša med 2 in 6 vol. % (Stewart, 2014), 
medtem ko specialna piva lahko vsebujejo tudi višje koncentracije etanola. 
2.2.2 Glavne faze alkoholne fermentacije  
Rast kvasovk med fermentacijo razdelimo na 4 glavne faze. Prva je lag faza. Predstavlja 
čas med inokulacijo kvasnih celic v gojišče in začetkom fermentativne aktivnosti 
kvasovk. V tej fazi je zelo pomembna prisotnost kisika. Ta omogoča rast kvasovk. 
Kvasovke ga porabijo v 6 do 8 urah po inokulaciji (Bavčar, 2017; Shopska in sod., 2019). 
 
Druga faza je faza eksponentne rasti. V tej fazi imajo kvasovke na voljo največ hranil, 
zato pospešeno rastejo in dosežejo maksimalno specifično rast. Maksimalni specifični 
rasti kvasnih celic časovno sledi krivulja maksimalne fermentacijske sposobnosti 
kvasovk za proizvodnjo etanola. V eksponentni fazi kvasovke dosežejo maksimalno 
hitrost proizvajanja etanola (Bavčar, 2017; Shopska in sod., 2019). 
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Z zmanjševanjem količine glukoze in drugih hranil v gojišču se eksponentna faza rasti 
kvasnih celic spreminja v tretjo fazo, imenovano stacionarna faza rasti. Zanjo je značilna 
upočasnitev rasti kvasovk in upočasnitev proizvodnje etanola. V času stacionarne faze 
rasti kvasovke začnejo proizvajati proteine toplotnega šoka, trehalozo in glicerol, kot 
obrambni mehanizem na stres, ki jim ga povzroča visoka koncentracija toksičnega 
etanola, spremenjena temperatura in zmanjšana količina hranil v gojišču (Bavčar, 2017; 
Shopska in sod., 2019). 
 
Četrta faza je faza odmiranja. Kvasne celice začnejo odmirati, zaradi previsoke 
koncentracije etanola. Celična membrana ni več sposobna preprečevati nastalih poškodb 
zaradi toksičnosti etanola. Tako kot etanol, je tudi nastajajoči CO2, v visokih 
koncentracijah toksičen za kvasovke. V gojišču je v fazi odmiranja vedno manj hranil, 
zato se število rastočih kvasnih celic hitro zmanjšuje, delež odmrlih kvasovk je vedno 
večji. Kvasovke začnejo odmirati tudi zaradi visoke temperature (Bavčar, 2017; Shopska 
in sod., 2019).  
2.2.3 Spreminjanje okolja med fermentacijo 
Med fermentacijo se okolje v katerem morajo kvasovke preživeti in delovati dinamično 
spreminja (Saini in sod., 2018). Tekom fermentacije se spreminja vrednost pH, 
koncentracija O2, količina hranil, količina etanola in temperatura. Nekateri od dejavnikov 
se spreminjajo zaradi metabolizma kvasovk, drugi zaradi uporabljenih tehnoloških 
postopkov. Spreminjajoči dejavniki med alkoholno fermentacijo lahko med seboj 
delujejo vzajemno in skupaj vplivajo na metabolizem kvasovk (Gibson. 2007; Bai in sod., 
2008). Tako kombinacija visoke temperature in visoke koncentracije etanola skupaj, v 
večji meri oslabita rast kvasovk kot vsak dejavnik posebej (Gibson in sod., 2007). 
Občutljivost kvasovk na povišano koncentracijo etanola v gojišču ter posledično njihova 
živost se spreminja z naraščajočo temperaturo. Pri temperaturi, višji od 30 °C, so 
kvasovke bolj občutljive na visoke koncentracije etanola kot pri nižjih temperaturah. 
Povišanje optimalne temperature med fermentacijo za 5 – 10 °C že vpliva na zmanjšano 
rast kvasovk (Stewart, 2014).  
Spremembe (nihanja okoljskih parametrov) med fermentacijo za kvasovke prestavljajo 
stres. Vplivajo na njihovo živost in produktivnost (Bai in sod., 2008). Boljše kot se lahko 
prilagodijo stresnim razmeram, dalj časa lahko preživijo. Posledično je boljša tudi 
učinkovitost fermentacije, kar je pri vodenju procesa za namen industrijske proizvodnje 
etanola ključno (Saini in sod., 2018). Zaščitni mehanizmi, ki jih uporabljajo kvasovke, 
jim omogočajo boljše preživetje stresnih razmer med fermentacijo. Pomagajo jim ohraniti 
integriteto celične membrane in s tem izboljšajo njihovo metabolno aktivnost (Bauer in 
Pretorius, 2000). Najpogostejši mehanizmi zaščite kvasnih celic so tvorba proteinov 
toplotnega šoka, glicerola in trehaloze (Gibson in sod., 2007). Ko tudi mehanizmi, ki jih 
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imajo kvasne celice na voljo, ne morejo več popraviti poškodb nastalih zaradi stresnih 
razmer, celice propadejo in fermentacija se ustavi (Saini in sod., 2018). 
 
Slika 1: Shematski prikaz stresnih dejavnikov, ki vplivajo na metabolizem kvasovk med fermentacijo 
(povzeto po Bai in sod., 2008). 
2.2.4 Stres zaradi visoke temperature  
Temperatura v fermentorju narašča zaradi metabolne aktivnosti kvasovk. Hlajenje 
predstavlja velik strošek za proizvajalce, zato stremijo k uporabi sevov kvasovk, ki so na 
povišano temperaturo bolje prilagojeni (Saini in sod., 2018). Ob neprimernem hlajenju 
lahko visoka temperatura predstavlja stresni dejavnik za metabolno aktivnost kvasovk. 
Visoka temperatura vpliva na počasnejšo rast in upočasnjen metabolizem. Kvasovke 
začnejo kot obrambo pred povišano temperaturo proizvajati proteine toplotnega šoka 
(Stanley in sod., 2010; Saini in sod., 2018). Funkcija proteinov toplotnega šoka je 
preprečevanje agregacije poškodovanih celičnih proteinov in preprečevanje njihovega 
odvijanja (Saini in sod., 2018). 
Poleg tvorbe proteinov toplotnega šoka, kvasovke izpostavljene povišani temperaturi 
začnejo skladiščiti sladkor trehalozo (Saini in sod., 2018). Trehaloza je nerudicirajoči 
disaharid in ima pomembno vlogo v številnih biosistemih. Zaradi svojih specifičnih 
lastnosti lahko pomaga zaščititi celico pred stresnimi vplivi okolja (Saini in sod., 2018). 
Trehaloza je zelo stabilna in ima nizko energijsko vrednost (Divate in sod., 2016). 
Pomaga stabilizirati celično membrano, ohranjati aktivnost encimov, kot vir ogljika pa 
predstavlja zalogo hrane za kvasovke pred stradanjem, ki ga povzroči zmanjšana količina 
hranil med fermentacijo (Gibson in sod., 2007; Divate in sod., 2016). Celice v 
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eksponentni fazi rasti vsebujejo malo trehaloze, medtem ko celice v stacionarni fazi 
vsebujejo občutno več trehaloze. To jim daje boljšo toleranco na visoke temperature 
(Ylitervo in sod., 2011).  
2.2.5 Stres zaradi visoke koncentracije etanola 
Med alkoholno fermentacijo se povečuje koncentracija etanola v gojišču. Povečana 
koncentracija etanola je za celice toksična, zato njegovo naraščanje povzroča zmanjšano 
živost kvasovk, upočasnjeno rast in zmanjšano velikost kvasnih celic. Pri visokih 
koncentracijah etanola lahko pride do upočasnjene ali celo zaustavljene fermentacije 
(Gibson in sod., 2007; Saini in sod., 2018). Visoke koncentracije etanola v 
fermentacijskem gojišču povzročijo spremembe v fluidnosti celične membrane, izgubo 
ionskega ravnovesja in posledično spremenjeno strukturo celične membrane (Stanely in 
sod., 2010; Saini in sod., 2018). Pri visokih koncentracijah etanola lahko pride do 
slabšega sprejemanja hranil in denaturacije celičnih proteinov (Gibson in sod., 2007; 
Saini in sod., 2018). Na zmanjšano živost kvasovk in njihovo zmanjšano število vpliva 
tako etanol, ki je v gojišču kot tisti etanol, ki je še v kvasnih celicah in se v njih kopiči 
med fermentacijo (Divate in sod., 2016).  
Visoke koncentracije etanola v gojišču povzročijo podobne spremembe v delovanju 
celične membrane kvasovk kot visoka temperatura. Zato je tudi stresni odziv kvasovk 
podoben. Ob visoki koncentraciji etanola kvasovke začnejo proizvajat proteine 
toplotnega šoka, spremeni se nasičenost maščobnih kislin, zmanjša se količina sterolov v 
celični membrani (Gibson in sod., 2007; Saini in sod., 2018). Kvasovke začnejo tvoriti 
nekatere aminokisline: izolevcin, metionin, fenilalanin, triptofan in prolin, ki delujejo kot 
zaščitni faktorji (Stanley in sod., 2010; Saini in sod., 2018).  
Značilno je, da kvasovke pri visokih koncentracijah etanola začnejo sintetizirati trehalozo 
(Saini in sod., 2018). Divate in sod. (2016) so v svoji raziskavi dokazali, da so kvasovke 
S. cerevisiae, v gojišču, kjer je bila koncentracija etanola med 10 in 15 %, začele kopičiti 
trehalozo. Uporabili so gensko nespremenjen sev kvasovk in gensko spremenjen sev, ki 
je imel izboljšano sintezo trehaloze. Gensko spremenjen sev je imel v poskusu boljšo 
odpornost na etanol kot nespremenjen sev. Tak rezultat pripisujejo večji koncentraciji 
trehaloze, ki so jo bile gensko spremenjene kvasovke sposobne sintetizirati v večjih 
količinah. Trehaloza med drugim pomaga ohraniti stabilnost membrane in omogoča 
boljšo odpornost na stres, ki ga za kvasovke predstavlja etanol (Divate in sod., 2016). 
Večji učinek trehaloze se pokaže pri letalnih koncentracijah etanola kot pri subletalnih 
koncentracijah (Saini in sod., 2018).  
2.2.6 Stres zaradi visoke koncentracije sladkorjev 
Med fermentacijo, še posebno na začetku, je v gojišču visoka koncentracija sladkorjev. 
Tudi ta kvasovkam lahko predstavlja stresni dejavnik. Visoka koncentracija substrata 
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povzroči spremembe na strukturi celične membrane. Zaradi visoke koncentracije 
substrata v okolici se spremeni osmotski tlak. Kvasovke morajo osmotski tlak uravnati, 
drugače lahko njegova sprememba vodi v hitro izgubljanje celične vode in s tem izgubo 
volumna celice (Auesukaree, 2017). Povečana osmolarnost okolja povzroči zmanjšano 
rast in živost kvasovk (Saini in sod., 2018). Pri zelo visokih koncentracijah sladkorja (več 
kot 360 g/L glukoze ali 180 g/L saharoze) je lahko celična rast povsem zaustavljena 
(Munna in sod., 2015). 
Kvasovke poskušajo zmanjšati stres zaradi količine substrata v gojišču tako, da začnejo 
kopičiti zaščitne snovi, ki povečujejo osmolarnost v notranjosti celice. Ko se neugodne 
osmotske razmere uredijo, lahko nakopičene zaščitne snovi kvasovke uspešno uporabijo 
kot vir ogljika (Gibson in sod., 2007). Kot zaščitno snov kvasovke S. cerevisiae tvorijo 
glicerol (Li in sod., 2009). Nakopičen glicerol ima pozitiven učinek na zaščito kvasovk 
tudi pri stresu povzročenim zaradi povišane temperature in stresu zaradi pomankanja 
kisika v gojišču (Auesukaree, 2017). 
Tudi pri osmotskem stresu se je pokazala pozitivna korelacija med akumulacijo trahaloze 
in njenega pozitivnega učinka na premagovanje stresnih razmer. Kvasovke, sposobne 
akumulacije trehaloze, so manj občutljive na visoke koncentracije substrata v začetku 
fermentacije (Saini in sod., 2018). Kljub temu so nekatere raziskave pokazale, da je lahko 
mehanizem akumulacije trehaloze neučinkovit pri zelo visoki koncentracijah glukoze v 
gojišču. Zaradi prisotnosti visoke koncentracije glukoze je namreč pogosto inhibirana 
biosinteza trehaloze (Auesukaree, 2017).  
2.3 KAPSULACIJA MIKROORGANIZMOV  
S kapsulacijo mikroorganizme ujamemo v polimerni material in ustvarimo kroglice. 
Kroglica lahko ščiti mikroorganizme pred mehaničnim ali okoljskim stresom. Obstajajo 
številne tehnike kapsulacije mikroorganizmov. Njihovo pravilno izvajanje je pomembno 
za preživelost in ohranjanje živosti kapsuliranih mikroorganizmov (Rathore in sod., 
2013). Glede na velikost lahko postopke izdelave kroglic razdelimo na makrokapsulacijo, 
mikrokapsulacijo in nanokapsulacijo. Z mikrokapsulacijo nastanejo mikrokroglice velike 
od 1 do 1000 µm. Membrana mikrokroglice je delno prepustna, zato lahko v kroglico 
prehajajo potrebna hranila za rast in delovanje mikroorganizmov in izhajajo plini ter 
metaboliti, ki nastajajo tekom metabolizma mikroorganizmov v kroglici. To tudi 
omogoča dobro preživelost kapsuliranih mikroorganizmov (Ylitervo in sod., 2011; 
Rathore in sod., 2013). Težave s prehajanjem čez membrano kroglice imajo lahko večje 
molekule, med njimi večje beljakovine, ki skozi membrano ne morejo prehajati (Ylitervo 
in sod., 2011).  
 
V mikrokroglici se vzpostavi drugačno okolje, ki ugodno vpliva na rast in delovanje 
kapsuliranih mikroorganizmov. Mikroorganizmi lahko zaradi izboljšanih pogojev v 
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notranjosti kroglice bolj uspešno rastejo in dosežejo višjo koncentracijo celic kot bi jih 
sicer dosegle v prosti obliki (Westman in sod., 2012a). Visoka koncentracija mikrobnih 
celic v kroglici povzroči številne spremembe v notranjosti kroglice. Spremeni se 
izmenjava ionov, zmanjša se vodna aktivnost, spremeni se temperatura in površinska 
napetost. Ker kroglica predstavlja bariero z zunanjim okoljem, se spremeni tudi osmotski 
tlak. Vse te spremembe imajo vpliv na fiziologijo in delovanje kapusliranih 
mikroorganizmov (Ma in sod., 2007; Westman in sod., 2012a; Rathore in sod., 2013).  
 
Mikrokroglice v primerjavi z makrokroglicami omogočajo boljše prehajanje hranil, 
plinov in metabolitov v in iz kroglice. Razlog za to je bolj učinkovita difuzija, saj je 
razmerje med površino in volumnom kroglice spremenjeno in je pot prenosa krajša. 
Površina mikrokroglice je glede na njen volumen veliko večja kot površina v primerjavi 
z volumnom pri makrokroglicah. Mikrokroglice so bolj robustne in odporne proti 
mehanskim silam, ki nastajajo tekom fermentacije. Zato njihova uporaba, pri kapsuliranju 
mikroorganizmov, prevladuje (Rathore in sod., 2013).  
2.3.1 Metoda mikrokapsulacije z vibrirajočo komoro (ang. vibrating jet nozzle) 
Postopek izdelave mikrokroglic je v osnovi razdeljen na 3 dele:  
 mešanje polimernega materiala z izbranimi mikroorganizmi,  
 tvorba kapljic polimernega materiala zmešanega z mikroorganizmi, 
 utrjevanje nastalih kroglic v premreževalni raztopini (Bidoret in sod., 2017). 
 
Za izdelavo mikrokroglic se pogosto uporablja kapsulator. Pri metodi kapsulacije z 
vibrirajočo komoro mešanico polimernega materiala in mikroorganizmov z vibrirajočo 
membrano potisnemo skozi izbrano šobo. Pri tem nastane linearni curek tekočine, ki se 
ob ustrezno nastavljeni frekvenci nihanja membrane lomi v enako velike kapljice. Te 
padajo v premreževalno raztopino, kjer se ob konstantnem mešanju utrdijo (Bidoret in 
sod., 2017). Nastavljena frekvenca določa število kapljic, ki nastanejo v eni sekundi. 
Tako, npr. frekvenca 1200 Hz pomeni, da v eni sekundi nastane 1200 kapljic (De Prisco 
in sod., 2015; Bekhit in sod., 2016). Da se nastale kapljice med seboj ne združujejo, 
morajo v posodo padati razpršeno. Kapsulator ima vgrajen visokonapetostni 
elektrostatični sistem. Kapljice se skozi prehod električnega polja naelektrijo in se v 
razpršenem curku med seboj zaradi pridobljenega naboja odbijajo (Whelehan, 2014; De 
Prisco in sod., 2015). Posoda z utrjevalno raztopino, v katero uvajamo ta curek, je 
ozemljena. To prepreči, da bi se naelektrene kapljice odbijale od utrjevalne raztopine 
(Semba in Trusek–Holownia, 2017). 
 
Kapljice morajo imeti dovolj veliko kinetično energijo, da prebijejo površinsko napetost 
utrjevalne raztopine. Če je kinetična energija premajhna, kapljice plavajo na površini in 
ne prodrejo v globino, kjer bi se lahko utrdile. Posledica je deformirana oblika 
pripravljenih kroglic. Površinsko napetost utrjevalne raztopine lahko zmanjšamo z 
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uporabo površinsko aktivnih snovi, ena izmed njih je tween 20. Zaradi zmanjšane 
površinske napetosti lahko kapljica prodre globje v utrjevalno raztopino. Oblikujejo se 
bolj enakomerne in manj deformirane kroglice (Davarci in sod., 2017). Velikost nastalih 
kroglic v največji meri definira šoba skozi katero bat potiska mešanico polimernega 
materiala in mikroorganizmov (Whelehan in Marison, 2011). Velikost končnih kroglic je 
v povprečju dvakrat večja od notranjega premera izbrane šobe. Na končno velikost 
kroglic, poleg izbrane šobe, vplivajo tudi viskoznosti polimernega materiala, nabrekanje 
materiala pri premreževanju, frekvenca nihanja curka in pretok mešanice polimernega 
materiala ter mikroorganizmov skozi šobo. Nastavljena napetost ne vpliva na velikost 
kroglic, temveč preprečuje zlivanje kapljic v curku (Whelehan, 2014). Če je viskoznost 
uporabljenega polimernega materiala nizka, se lahko kapljica na površini razlije in 
kroglica sploh ne nastane. Večja viskoznost polimernega materiala omogoča, da kapljica 
lažje prebije površinsko napetost utrjevalne raztopine. Nastale kroglice so bolj 
enakomernih oblik in so manj deformirane (Davarci in sod., 2017). 
Preglednica 1: Parametri za pripravo kroglic s šobo s premerom 150 µm. Uporabljen je bil alginat s 
koncentracijo 1,5 % (Whelehan, 2014). 
velikost šobe frekvenca pretok končna velikost kroglic 
150 µm 800 – 1800 Hz 2,3 – 2,8 mL/min 260 – 350 µm 
Pri kapsulaciji mikroorganizmov je pomembno, da so mikrokroglice proizvedene v 
sterilnem okolju, da še pred nadaljnjo uporabo ne pride do kontaminacije z drugimi 
mikroorganizmi. Zato uporabimo posodo kapsulatorja, ki se jo lahko v celoti sterilizira. 
Tak sistem priprave kroglic je zaprt, zato so med kapsulacijo in utrjevanjem kroglic 
zagotovljeni aseptični pogoji (Westman in sod., 2012a; Semba in Trusek–Holownia, 
2017). 
 
Učinkovitost kapsulacije z metodo vibrirajoče komore je visoka, preživelost 
mikroorganizmov po kaspulaciji je dobra (Semba in Trusek – Holownia, 2017). Ena od 
pomankljivost metode je omejena izbira polimernih materialov. Ti ne smejo imeti visoke 
viskoznosti (Whelehan in Marison, 2011). Pri materialih z viskoznostjo večjo od 200 
mPas prihaja do mašenja šobe in posledično nepravilne tvorbe kapljic (Bidoret in sod., 
2017). Zaradi tega se pri proizvodnji mikrokroglic uporablja materiale z nizko 
viskoznostjo, kar lahko vpliva na manjšo stabilnost kroglic (Whelehan in Marison, 2011). 
Obstaja močna korelacija med zmanjšanjem viskoznosti in povečanim izhajanjem celic 
iz kroglice. Prav tako mora biti zagotovljena minimalna viskoznost, ki je dovolj večja od 
utrjevalne raztopine (Gulli in sod., 2019). Nekateri kapsulatorji imajo možnost segrevanja 
posode v kateri je mešanica mikroorganizmov in polimernega materiala za namen 
zmanjšanja viskoznosti polimernega materiala. Vendar to ni vedno učinkovito niti 
izvedljivo, zlasti ne za prenos na proizvodni nivo. Mikroorganizmi so lahko občutljivi na 
povišano temperaturo in zato segrevanje pri teh ne pride v poštev (Whelehan in Marison, 
2011).  
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Sistem priprave kroglic z metodo vibrirajoče komore se lahko uporablja za raziskovalne 
in industrijske namene. Za prenos v industrijsko rabo se uporablja sistem večih šob, skozi 
katere istočasno nastajajo mikrokroglice (Whelehan in Marison, 2011). Za uspešen 
prenos mikrokapsulacije iz laboratorijskega nivoja v industrijo je pomembno, da so 
metode enostavne in imajo visoko učinkovitost. Zaželeno je, da lahko z izbrano metodo 
mikrokapsulacije nastanejo kroglice različnih velikosti in da je čas izdelave sorazmerno 
kratek. Pomemben faktor predstavljajo tudi končne lastnosti proizvedenih mikrokroglic 
(Semba in Trusek – Holownia, 2017). 
2.3.2 Materiali za kapsulacijo  
Materiali primerni za kapsulacijo so zelo raznoliki. V osnovi jih lahko razdelimo glede 
na izvor, na rastlinske, živalske, mikrobne in polimere pridobljene iz morskih 
organizmov, najpogosteje alg ter rakov. Po kemijski strukturi so uporabljeni polimerni 
materiali lahko polisaharidi, lipidi ali proteini (Estevinho in Rocha, 2018). V uporabi so 
naravno in umetno pridobljeni polimerni materiali. Naravni polimerni materiali 
omogočajo uporabo manj agresivnih postopkov izdelave mikrokroglic in boljšo 
preživelost kapsuliranih mikroorganizmov. Na drugi strani sintetično pridobljeni 
materiali zagotavljajo večjo čistost in homogenost ter boljšo mehansko in kemijsko 
stabilnost kroglic (Westman in sod., 2012a; Rathore in sod., 2013). Polimerni materiali 
topni v vodi se pogosto uporabljajo za kapsulacijo mikroorganizmov, saj omogočajo 
dobro prehajanje hranil in metabolitov čez membrano kroglice (Rathore in sod., 2013). 
Materiali za kapsulacijo morajo ustrezati določenim zahtevam. Imeti morajo ustrezno 
viskoznost, ugodno ceno in dostopnost v zadostni količini s konstantno kakovostjo. Ker 
se uporabljajo v živilski industriji, morajo biti uvrščeni na seznam dovoljenih aditivov in 
morajo imeti ustrezne certifikate o varnosti uporabe (Estevinho in Rocha, 2018). 
Zagotavljati morajo dobro prehajanje hranil v notranjost kroglice. Učinkovito se morajo 
ločiti od gojišča in s tem omogočiti enostavno rokovanje in odstranjevanje kroglic. Zaradi 
zagotavljanja sterilnosti proizvodnje kroglic, morajo biti polimerni materiali primerni za 
sterilizacijo (Nedović in sod., 2015). Pogosto se za kapsuliranje uporablja agar, 
karagenan, škrob, hitozan, alginat, želatina, pektin, ksantan gumi, proteini iz mleka, 
poliakrilamid in polivinil alkohol (Rathore in sod., 2013). 
2.3.2.1 Alginat 
Alginat je polisaharid, ki ga pridobivajo iz celičnih sten rjavih alg vrst Macrocystis 
pyrifera, Laminaria hyperborea in Ascophyllum sp. (Estevinho in Rocha, 2018). Kot 
zunanji celični polisaharid ga proizvajajo nekateri rodovi bakterij, med njimi Azobacter 
in Pseudomonas. Alginat pridobljen s pomočjo bakterij se ne uporablja za komercialne 
namene in predstavlja le alternativni vir alginata. Njegove fizikalno–kemijske lastnosti se 
razlikujejo od alginata pridobljenega iz alg. Izraz alginat zajema tako alginično kislino, 
različne soli in ostale derivate alginične kisline. Osnovna gradnika alginata sta povezani 
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molekuli 1,4–β–D manuronske kisline (enota M) in 1,4–α–L guluronske kisline (enota G) 
(Szekalska in sod., 2016). V alginatu so med seboj homogeno povezane enote 
manuronske kisline ali enote guluronske kisline. Homogeno povezane enote prekinjajo 
heterogeno povezane enote manuronske in guluronske kisline (Estevinho in Rocha, 
2018).  
Alginat je negativno nabit, dobro se topi v vodi, pri sobni temperaturi. Ob prisotnosti 
dvovalentnih kationov, v raztopini, tvori toplotno obstojen gel (Qin in sod., 2018). 
Značilen način ionskega povezovanja enot M in G v literaturi imenujejo model »jajčne 
škatle«. Ustvarjena struktura gela namreč spominja na jajčno škatlo, kjer zgornji in 
spodnji del škatle predstavljajo urejene verige alginata, vsebujoča jajca pa premreževalni 
dvovalentni ali večvalentni kationi, ki povežejo polimer v kompaktni gel (Lee in Mooney, 
2012). Ker alginat tvori gel pri sobni temperaturi, je primeren za kapsulacijo 
mikroorganizmov. Po končani kapsulaciji mikroorganizmi ohranjajo dobro metabolno 
aktivnost (Nussinovitch, 2010; Qin in sod., 2018). Alginati, ki vsebujejo veliko enot G, 
imajo boljše mehanske lastnosti in so bolj stabilni kot alginati z malo enotami G (Qin in 
sod., 2018).  
 
 
Slika 2: Strukturna gradnika alginata in shematski prikaz ionskega povezovanja v gel (prilagojeno po Simo 
in sod., 2017). 
Prednosti uporabe alginata za mikrokapsulacijo je njegova relativno nizka cena, 
dostopnost in enostaven način priprave. Dobra poroznost ustvarjenega gela omogoča 
uspešno prehajanje hranil v mikrokroglico. Kljub temu je poroznost tudi slabost 
alginatnih gelov, saj lahko v mikrokroglico zaradi prepustnosti še vedno prehajajo tudi 
spojine, pred katero želimo mikroorganizme s kapsulacijo zaščititi (Burgain in sod., 
2011). Poroznost alginatnih gelov in prisotnost por v gelu omogoča prehajanje 
kapsuliranih mikroorganizmov v zunanje okolje, kar tudi ni zaželeno (Duarte in sod., 
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2013). Kvasovke, ki uspejo preiti membrano mikrokroglice tekmujejo s kvasovkami v 
mikrokroglici za hranila. Izločanje celic iz mikrokroglice se povečuje s starostjo 
mikrokroglic (Gulli in sod., 2019). Za izboljšanje mehanske in kemijske stabilnosti 
mikrokroglic iz alginata se uporablja kombiniranje večih različnih polimernih materialov, 
med njimi se pogosto uporabljata hitozan in pektin (Rathore in sod., 2013). 
2.3.2.2 Hitozan 
Hitozan je naravni polimer pridobljen s kemijsko deacetilacijo hitina, ki je komponenta 
celične stene gliv in zunanjega oklepa členonožcev. Sestavljajo ga povezane molekule 
D–glukozamina in N–acetil–D–glukozamina (Peniche in sod., 2003). Hitozan je slabo 
topen pri nevtralnem pH, zato se ga raztaplja v šibko kislem mediju, najpogosteje v ocetni 
kislini. Ob prisotnosti multivalentnih anionov tvori obstojen gel. Med pozitivno nabitimi 
amino skupinami in anioni v raztopini natrijevega tripolifosfata (TPP) se tvori ionska vez 
(Manigandan in sod., 2018). 
 
 
Slika 3: Strukturna gradnika hitozana in shematski prikaz ionskega povezovanja v gel (prilagojeno po 
Pulat, 2019). 
Hitozan ima zanimive lastnosti. Je biorazgradljiv, deluje protimikrobno, ima pozitivne 
učinke pri preprečevanju nastajanja tumorjev in zniževanju koncentracije lipidov v krvi. 
Zato se ga bolj pogosto uporablja pri kapsulaciji v biomedicini in farmaciji. Predvsem se 
ga uporablja kot nosilni sistem za bioaktivne snovi za nadzorovano sproščanje v telesu. 
Uporablja se ga tudi za mikrokapsulacijo encimov (Semba in Tursek–Holownia, 2017; 
Estevinho in Rocha, 2018).  
2.3.2.3 Pektin 
Pektin je negativno nabit naravni polisaharid pridobljen z ekstrakcijo iz rastlinskih tkiv, 
predvsem iz lupin citrusov in jabolk. Je polisaharid sestavljen iz D–galakturonske kisline, 
med seboj povezanih z α(1→4) glikozidnimi vezmi (Estevinho in Rocha, 2018). Poleg 
galakturonske kisline, pektin sestavljajo tudi monosaharidi, med katerimi so najpogosteje 
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zastopani ramnoza, arabinoza, galaktoza in ksiloza, ki se med sabo lahko povezujejo z 
različnimi konfiguracijami glikozidnih vezmi (De Vos in sod., 2010). Stopnja 
zaestrenosti monosaharidnih ostankov galakturonske kisline vpliva na lastnosti pektina. 
Glede na to pektine razdelimo na visoko in nizko esterificirane. Visoko esterificirani 
pektini vsebujejo več kot 50 % zaestrenih karboksilnih skupin z metanolom. Nizko 
esterificirani pektini vsebujejo manj kot 50 % zaestrenih karboksilnih skupin z 
metanolom. Najpogosteje se za pripravo gelov uporabljajo pektini: (i) pridobljeni iz 
jabolk, ki vsebujejo med 15 in 20 % zaestrenih karboksilnih skupin in (ii) citrusov, ki 
vsebujejo med 30 in 35 % zaestrenih karboksilnih skupin (Rehman in sod., 2019).  
                                       
Slika 4: Strukturni gradnik pektina in način povezovanja v gel (Gawkovska in sod., 2018). 
Različna stopnja zaestrenosti pektina vpliva na tvorbo gela (Estevinho in Rocha, 2018). 
Visoko esterificirani pektini tvorijo gel ob visokih koncentracijah sladkorjev in vrednosti 
pH nižji od 3,5. Nizko esterificirani pektini tvorijo gel ob prisotnosti dvovalentnih 
kationov. Za tvorbo gela ne potrebujejo saharoze, širši je tudi spekter vrednosti pH pri 
kateri nastane gel. Pektin in alginat sta si po strukturi podobna, zato je potek geliranja 
nizko esterificiranih pektinov podoben geliranju alginata. V literaturi je geliranje pektina 
prav tako opisano kot model »jajčne škatle«. Z ionsko vezjo se povežejo nezaestreni deli 
galakturonske kisline in Ca2+ ioni in tvorijo značilne kompaktno premrežene polimerne 
bloke (Gawkovska in sod., 2018). 
2.3.2.4 Pululan 
Pululan je zunajcelični polisaharid, ki ga proizvaja gliva Aureobasidium pullulans. 
Sestavljajo ga enote maltotrioze, ki so med seboj povezane z α-(1→6)-in α-(1→4) 
glikozidnimi vezmi. Struktura pululana je podbna strukturi amilopektina v škrobu, kjer 
so molekule glukoze prav tako povezane z obema tipoma vezi (Park in Khan, 2009). 
  
Pululan je dobro topen v vodi. Pri visokih koncentracijah tvori raztopino z nizko 
viskoznostjo v primerjavi z drugimi polisaharidi. Je biorazgradljiv, netoksičen in užiten 
polisahrid, zato omogoča raznoliko uporabo v živilski in farmacevtski industriji. Zaradi 
svojih struktrunih lastnosti lahko tvori zelo tanke plasti filmov in trdna vlakna. 
Pripravljeni filmi iz pululana imajo dobre mehanske lastnosti in so neprehodni za kisik 
(Park in Khan, 2009). Za premreženje pululana in tvorbo gela se uporabljajo različne 
Maček K. Kapsulacija kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae v polisaharidne nosilce. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021 
16 
 
premreževalne raztopine. Za uporabo v živilski industriji je primerna raztopina 
natrijevega trimetafosfata (STMP) (Lack in sod., 2004). 
2.3.3 Prednosti in slabosti kapsulacije mikroorganizmov 
V literaturi najdemo številne prednosti uporabe kapsuliranih mikroorganizmov v živilskih 
in drugih biotehnoloških procesih. Celična gostota mikroorganizmov je glede na volumen 
v kroglici veliko večja kot gostota prostih celic v fermentacijskem gojišču (Duarte in sod., 
2013). V kroglici so kvasovke prisiljene agregirati, saj imajo v njej malo prostora. Pri tem 
se jim spremeni metabolizem in način rasti. Te spremembe jim omogočajo izboljšano 
zaščito pred zunanjimi neugodnimi razmerami (Ylitervo in sod., 2011). Kroglica 
predstavlja bariero med fermentacijskim okoljem in kvasovko in s tem zaščito pred 
zunanjim neugodnim okoljem (Moreno-Gracia in sod., 2018). Kapsuliranje 
mikroorganizmov za potrebe fermentacijskih procesov ima tehnološke, kot tudi 
ekonomske prednosti (Rathore in sod., 2013). 
Prednosti kapsulacije mikroorganizmov (Ylitervo in sod., 2011; Duarte in sod., 2013; 
Rathore in sod., 2013; Moreno-Gracia in sod., 2018; Gulli in sod., 2019): 
 izboljšana preživelost mikroorganizmov, 
 boljši izkoristek željenih produktov, 
 lažja ločitev celic od produktov, 
 boljša zaščita mikroorganizmov pred okoljem v katerem delujejo, 
 mehanska zaščita mikroorganizmov med mešanjem, 
 boljša zaščita pred izpiranjem mikroorganizmov iz sistema, 
 možnost ponovne uporabe mikroorganizmov, 
 povečana toleranca na substrate in produkte (organske kisline, organska topila), 
 krajša faza prilagajanja celic (krajša lag faza), 
 boljša pretvorba substrata v željene produkte, 
 izboljšana rasti kapsuliranih mikroorganizmov, 
 izboljšan aromatski profil pijač pridobljenih s pomočjo alkoholne fermentacije in 
 zmanjšana možnost mikrobiološke kontaminacije. 
 
Kljub številnim pozitivnim učinki kapsulacije v literaturi najdemo tudi njene slabosti. 
Slabosti kapsulacije mikroorganizmov (Westman in sod., 2012a; Djordjević in sod., 
2017; Moreno-Gracia in sod., 2018; Shopska in sod., 2019; Benucci in sod., 2019): 
 slabši prenos kompleksnih hranil v kroglico zaradi dodatne bariere, ki jo 
predstavlja kroglica – težave z difuzijo, 
 slabša metabolna aktivnost kapsuliranih mikroorganizmov zaradi spremenjenega 
fiziološkega stanja mikroorganizmov, 
 uničenje polimernega materiala uporabljenega za kapsulacijo zaradi razgradnje, 
visoke stopnje rasti mikroorganizmov in tvorbe plinov, 
Maček K. Kapsulacija kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae v polisaharidne nosilce. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021 
17 
 
 uhajanje mikroorganizmov iz kroglic, 
 raztapljanje 3D gel strukture zaradi nizke vrednosti pH pri uporabi v vinarstvu, 
 spremenjen aromatski profil izdelkov, 
 omejena uporaba v industriji zaradi težav s prenosom iz laboratorijskega nivoja,  
 dodaten strošek pri proizvodnji – dodatni procesni koraki, materiali za 
kapsulacijo, nakup kapsulatorja, vzdrževanje. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Uporabljen mikroorganizem 
Pri poskusu smo uporabili sev kvasovk S. cerevisiae (ZIM 2155) iz Zbirke industrijskih 
mikroorganizmov Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Uvrščamo ga med 
laboratorijski haploidni sev S288c, ki je nezahteven glede hranil in nima sposobnosti 
flokulacije. Sev je v celoti posekvenciran in se ga uporablja kot referenčni sev v 
funkcionalni genomiki (Stain: S288C, 2021). 
3.1.2 Seznam uporabljenih kemikalij 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij 
kemikalija proizvajalec 
absolutni etanol Merck 
alginat 746 industrijski partner UL BF 
glukoza Kemika 
hitozan Sigma Aldrich 
kalcijev diklorid, CaCl2  Sigma Aldrich 
koncentrirana žveplova (VI) kislina, H2SO4  
kvasni ekstrakt Sigma Aldrich 
mQ voda   
natrijev azid, NaN3 Kemika 
natrijev trifosfat (TPP), Na5P3O10  Sigma Aldrich 
ocetna kislina, CH3COOH  
Pektin 732 industrijski parnter UL BF 
pepton BD Bionutrients 
Starsan Five Star Chemicals & Supply LLC 
tween 20 Sigma Aldrich 
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3.1.3 Seznam uporabljenih naprav  
Preglednica 3: Seznam uporabljenih naprav 
naprava model proizvajalec 
analitska tehtnica  AT201 Mettler Toledo 
avtoklav (lonec na pritisk)   Fissler 
avtoklav   Sutjeska 
centrifuga  Centric 200 Tehtnica  
centrifuga  Centric 322B Tehtnica  
HPLC  1260 Infinity Agilent Technologies 
inkubator   Memmert 
laboratorijska tehtnica  Exacta 2200 EB Tehtnica  
laminarij  Iskra 
magnetno mešalo REO basic IKA 
mikrokapsulator  B–395 Pro Büchi 
optični mikroskop s kamero DM2500 Leica 
pH meter  SevenEasy S20 Mettler Toledo 
spektrofotometer  BioSpectrometer basic Eppendorf 
stresalnik Multitron Infors 
sušilnik   Memmert 
ultrazvočna kopel Sonorex TK52 Bandelin 
vrtinčni mešalnik Vibromix 104 EV Tehtnica 
zamrzovalnik   
 
3.1.4 Priprava tekočega YPD gojišča za gojenje kvasovk in fermentacijo 
Preglednica 4: Osnovna sestava tekočega YPD gojišča 
sestavina količina  
pepton 20 g 
kvasni ekstrakt 10 g 
glukoza 20–240 g 
mQ/destilirana voda 1 L 
 
Za gojenje kulture kvasovk S. cerevisiae smo uporabili tekoče gojišče YPD. Za pripravo 
gojišča smo zatehtali 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g peptona in 10 g glukoze. Dodali smo 
0,5 L destilirane vode in gojišče premešali na magnetnem mešalu, da se je popolnoma 
raztopilo. Gojišče smo prelili v erlenmajerice z vratom in jih sterilizirali v avtoklavu pri 
pogojih: 121 °C, 1,1 bar, 15 minut. 
 
Za fermentacijo smo prav tako uporabili tekoče gojišče YPD. Za pripravo 1 L gojišča 
smo zatehtali 10 g kvasnega ekstrakta, 20 g peptona in različne zatehte glukoze. Količino 
glukoze smo prilagajali glede na željeno koncentracijo glukoze v gojišču. Uporabili smo 
zatehte glukoze: 80 g, 120 g, 160 g, 200 g in 240 g. Natehtane sestavine za gojišče smo 
raztopili v 1 L mQ vode in gojišče premešali na magnetnem mešalu, da se je v celoti 
raztopilo. V 50 mL plastične centrifugirke smo odpipetritali 38 mL gojišča in ga 
sterilizirali v avtoklavu pri pogojih: 121 °C, 1,1 bar, 20 minut. 
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3.1.5 Priprava polisaharidov za kapsulacijo  
Za pripravo mikrokroglic smo pripravili 4 različne polisaharide, alginat, hitozan, pektin 
in pululan. Raztopine polisaharidov smo pripravljali tako, da smo zatehtali polisahrid v 
trdni obliki in ga raztopili v ustreznem mediju (mQ voda, ocetna kislina ali natrijev 
hidroksid). Koncentracije raztopin so tako podane v masno volumskem deležu % m/v. 
Alginat in pektin (vrednost pH = 3,89) smo raztopili v mQ vodi in za premreževalno 
sredstvo uporabili CaCl2. Po mešanju sta se oba polisaharida ustrezno raztopila in tvorila 
podobno viskozni raztopini. Hitozan (vrednost pH = 4,73) smo raztopili v 0,25 M 
CH3COOH in za premreževalno sredstvo uporabili natrijev tripolifosfat (TPP). Po 
raztapljanju je hitozan tvoril zelo viskozno raztopino že pri nizkih koncentracijah. Z 
naraščajočo koncentracijo hitozana je vrednost pH naraščala. Pululan (vrednost pH = 12,4 
– 12,7) smo raztopili v 0,2 M NaOH in za premreževalno sredstvo uporabili raztopino 
natrijevega trimetafosfata (STMP). Po raztapljanju je pululan tvoril nizko viskozno 
raztopino tudi pri visoki koncentraciji, 30 %. Vrednost pH je z naraščajočo koncentracijo 
pululana padala. Pri poskusu priprave mikrokroglic, te niso nastale pri nobeni pripravljeni 
koncentraciji pululana niti pri spreminjanju koncentracije utrjevalne raztopine. Zato smo 
se na podlagi izvedenih poskusov priprave različnih polisaharidov odločili in za pripravo 
mikrokroglic uporabili raztopine alginata, hitozana in pektina. 
 
Za pripravo 4 % alginata smo zatehtali 4 g alginata in mu dodali 100 mL mQ vode. Zaprto 
steklenico smo postavili na magnetno mešalo in raztopino alginata mešali preko noči, da 
se je popolnoma raztopil. Pripravljen 4 % alginat smo sterilizirali v avtoklavu pri pogojih: 
121 °C, 1,1 bar, 20 minut. Pred mikrokapsulacijo smo alginat ponovno dobro premešali 
na magnetnem mešalu. 
 
Za pripravo 3,5 % raztopine hitozana smo zatehtali 3,5 g hitozana in ga raztopili v 100 
mL 0,25 M ocetne kisline (CH3COOH). Zaprto steklenico smo postavili na magnetno 
mešalo in hitozan mešali preko noči, da se je popolnoma raztopil. Nato smo raztopljen 
hitozan filtrirali čez 8 plasti gaze s pomočjo vakumske črpalke in ga sterilizirali v 
avtoklavu pri pogojih: 121 °C, 1,1 bar, 20 minut. Pred kapsulacijo smo hitozan ponovno 
dobro premešali, aseptično prenesli v centrifugirke in ga centrifugirali pri pogojih 4000 
rpm, 25 minut.  
 
Za pripravo 4 % pektina smo zatehtali 4 g pektina in mu dodali 100 mL mQ vode. Zaprto 
steklenico smo postavili na magnetno mešalo in pektin mešali 24 ur, da se je popolnoma 
raztopil. Po 24 urah smo pektin sterilizirali v avtoklavu pri pogojih: 121 °C, tlaku 1,1 bar, 
20 minut. Pred kapsulacijo smo pektin ponovno dobro premešali na magnetnem mešalu. 
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3.1.6 Priprava natrijevega azida (NaN3) 
Za razkuževanje šobe kapsulatorja smo pripravili 0,3 % natrijev azid. Zatehtali smo 0,3 
g natrijevega azida in 100 mL bučko dopolnili do oznake z mQ vodo ter raztopino dobro 
premešali. Pripravljen natrijev azid smo hranili na sobni temperaturi tekom celotnega 
poskusa. 
3.1.7 Priprava raztopine Starsan  
Za razkuževanje posode za pripravo mikrokroglic, stekleničke za zbiranje mikrokroglic 
in razkuževanje vrelnih veh smo pripravili razkuževalno raztopino Starsan (Five Star 
Chemicals & Supply LLC) po navodilih proizvajalca. Reverzno smo odpipetirali 2 mL 
raztopine in jo zmešali z 1L mQ vode. Pripravljeno raztopino smo premešali na 
magnetnem mešalu. 
3.1.8 Priprava utrjevalnih raztopin  
Koncentracije utrjevalnih raztopin so podane v masno volumskem deležu % m/v.  
 
Pri kapsulaciji z alginatom in pektinom smo kot utrjevalno raztopino uporabili 2 % CaCl2. 
Za pripravo utrjevalne raztopine smo zatehtali 20 g CaCl2, dodali 1 L mQ vode in 
raztopino dobro premešali na magnetnem mešalu. 
 
Pri kapsulaciji s hitozanom smo kot utrjevalno raztopino uporabili 2 % natrijev 
tripolifosfat (TPP). Zatetali smo 20 g TPP, dodali 1 L mQ vode in raztopino dobro 
premešali na magnetnem mešalu. 
3.1.9 Priprava mobilne faze  
Kot mobilno fazo pri analizi HPLC smo uporabili ustrezno koncentracijo žveplove 
kisline. Za pripravo 5 mM H2SO4 smo uporabili koncentrirano žveplovo (VI) kislino (ρ 
= 1,84 g/cm3 in w = 96 %). V 1 L merilno bučko smo nalili mQ vodo in odpipetirali 280 
µL koncentrirane H2SO4. Merilno bučo smo dopolnili z mQ vodo do oznake. Pripravljeno 
raztopino smo dobro premešali in prelili v čisto steklenico.  
3.1.10 Priprava umeritvene krivulje za določanje glukoze in etanola v gojišču 
Za določanje količine glukoze in etanola smo pripravili umeritveni krivulji. Obe 
umeritveni krivulji sta predstavljeni v prilogi B. 
Za pripravo umeritvene krivulje za določanje etanola smo v 50 mL merilne bučke na 
analitski tehtnici zatehtali absolutni etanol in bučke dopolnili s 5 mM H2SO4 do oznake 
ter jih dobro premešali. Ustrezno koncentracijo žveplove (VI) kisline smo pripravili na 
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enak način kot pri pripravi mobilne faze. Da smo preprečili izhlapevanje etanola, smo 
pripravljene koncentracije raztopin v bučkah dodatno zaprli s parafilmom. 
Preglednica 5: Uporabljene koncentracije etanola za pripravo umeritvene krivulje 
koncentracija etanola (g/L) zatehta absolutnega etanola (mg) 
0,5  25  
1  50 




 do 50 mL z 5mM H2SO4 
Za pripravo umeritvene krivulje za določanje glukoze smo v 50 mL merilne bučke 
zatehtali ustrezno maso glukoze in jih dopolnili do oznake z mQ vodo. Bučke smo dobro 
premešali. Pripravljene raztopine glukoze smo pred uporabo hranili v hladilniku. 
 
Preglednica 6: Uporabljene koncentracije glukoze za pripravo umeritvene krivulje 







 do 50 mL z mQ vodo 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava kulture kvasovk S. cerevisiae 
Pri poskusu smo uporabili kulturo kvasovk S. cerevisiae (ZIM 2155). Priprava kulture je 
zajemala 4 faze: precepljanje kulture iz matične plošče na trdno YPD gojišče, pripravo 
sterilnega tekočega YPD gojišča, inokulacijo kulture in inkubacijo kulture na stresalniku. 
 
Iz matične plošče, shranjene v hladilniku, smo na novo trdno YPD gojišče precepili eno 
kolonijo kvasovk S. cerevisiae. Razmazali smo jo po plošči in dali na inkubacijo v 
inkubator na 28 °C, za 7 dni. Kulturo smo precepili v 2 paralelkah. 
 
Tri dni pred kapsulacijo smo pripravili kulturo kvasovk v tekočem YPD gojišču. 
Pripravljeno tekoče YPD gojišče smo razdelili v 3 erlenmajerice primerne za merjenje 
vrednosti OD. V dve manjši erlenmajerici smo odmerili po 50 mL gojišča, v večjo 
erlenmajerico smo odmerili 360 mL gojišča. Sterilizirali smo jih v avtoklavu pri pogojih: 
121 °C, 1,1 bar, 15 minut. Z gojiščem v manjši erlenmajerici smo umerili 
spektrofotometer. Nato smo v umerjeno tekoče gojišče z ezo prenesli kulturo, ki smo jo 
predhodno 7 dni inkubirali na trdnem YPD gojišču. Dodali smo toliko kulture, da je 
Maček K. Kapsulacija kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae v polisaharidne nosilce. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021 
23 
 
izmerjena vrednost OD pri 650 nm znašala med 0,50 in 0,55. 40 mL pripravljenega 
inokuluma smo dodali v ohlajeno gojišče v veliki erlenmajerici. Celoten postopek smo 
izvajali aseptično v laminariju. 
 
Po inokulaciji smo pripravljeno gojišče s kulturo inkubirali. Za to smo uporabili inkubator 
s stresalnikom, pri nastavljenih pogojih: 28 °C, 220 obratov na minuto, brez vlaženja, 3 
dni. Na dan kapsulacije smo kulturo vzeli iz inkubatorja in ponovno izmerili vrednost OD 
pri 650 nm. Spektrofotometer smo predhodno umerili s sterilnim YPD gojiščem. Želena 
vrednost OD pri 650 nm je bila okrog 2,0. 
 
3.2.2 Kapsulacija kvasovk z metodo vibrirajoče komore, priprava vzorcev in 
spremljanje alkoholne fermentacije 
Za kapsulacijo kvasovk v polisaharidne nosilce smo uporabili kapsulator BÜCHI 395 pro. 
Aseptične pogoje dela smo tekom kapsulacije in inokulacije ohranjali s pomočjo 
priložene posode za aseptično proizvodnjo mikrokroglic in Bunsnovim gorilnikom. 
Posodo za pripravo mikrokroglic smo predhodno sterilizirali s pomočjo razkužila Starsan. 
Da smo preprečili prehajanje razkužila v stik z utrjevalno raztopino in pripravljenimi 
mikrokroglicami, smo posodo sušili 2 do 3 dni pri temperaturi 75 °C. S sušenjem smo 
posušili tudi zračni filter na posodi, namenjen odvajanju zraka iz posode med 
kapsuliranjem. Utrjevalno raztopino smo s pomočjo tlaka in pretoka zraka na kapsulatorju 
prečrpali v posodo za pripravo mikrokroglic čez filter. Pred vsako uporabo smo v 
avtoklavu filter za filtracijo utrjevalne tekočine sterilizirali pri pogojih: 121 °C, 1,1 bar, 
15 min. 
 
Za vsak polisaharid smo pred kapsulacijo optimizitali obratovalne pogoje kaspsulatorja. 
Pri tem smo spreminjali napetost in frekvenco. Vizualno smo opazovali curek tekočine s 
pomočjo vgrajene stroboskopske lučke na kapsulatorju. Pri optimalno nastavljenih 
pogojih se je curek tekočine enakomerno lomil v enakomerne kapljice, ki so ob pogledu 
proti stroboskopski lučki na kapsulatorju navidezno mirovale (se niso premikale navzgor 
in navzdol).  
 
Vse poskuse smo mikrokroglice pripravili po sledečem protokolu: 
 Filtracija nesterilne utrjevalne raztopine v posodo za pripravo mikrokroglic čez 
filter s premerom por 0,2 µm. 
 Sterilizacija šobe kapsulatorja z 0,3 % natrijevim azidom. 
 Priprava 60 mL inekcijske brige, v kateri smo aseptično zmešali sterilen 
polisaharidni nosilec (alginat, hitozan ali pektin) in kulturo kvasovk v YPD 
gojišču, v razmerju 1:1. 
 Nastavitev pogojev kapsulacije na kapsulatorju in kapsulacija do 3 mL ostanka v 
inekcijski brizgi. 
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 Ponovna sterilizacija šobe s pomočjo 0,3 % natrijevega azida. 
 30 minutno utrjevanje nastalih mikrokroglic v utrjevalni raztopini ob konstantnem 
mešanju. 
 Sterilen iztok mikrokroglic v sterilno zbirno stekleničko z mešalom ob 
Bunsnovem gorilniku. 
 
V prvih 5. tednih poskusa smo za fermentacijo potrebovali do 60 mL mešanice kulture in 
polisaharida (1 brizgo). V naslednjih 4. tednih poskusa smo potrebovali več kot 60 mL 
mešanice kulture in polisaharida (2 brizgi). Temu smo prilagodili količino utrjevalne 
raztopine v posodi. V prvih 5. tednih poskusa smo potrebovali 400 mL utrjevalne 
raztopine, v naslednjih 4. tednih pa smo potrebovali 600 mL utrjevalne raztopine. 
 
Mikrokroglice so se zaradi svoje velikosti obnašale kot tekočina. Zato smo jih v vzorce 
pipetirali s 5 mL pipeto. Ustrezno gostoto za pipetiranje smo dosegli tako, da smo iz 
posode kvantitativno odlili odvečno količino utrjevalne raztopine.  
4 mL odpipetiranih mikrokroglic v utrjevalni raztopini 
 
2 mL mikrokroglic 
 
1 mL kulture kvasovk 
2 mL utrjevalne raztopine 
 
 
Slika 5: Shematski prikaz prostornine posameznih komponent v odpipetiranem volumnu mikrokroglic v 
utrjevalni raztopini. 
Primer izračuna količine odlite utrjevalne raztopine: S kapsulatorjem smo pripravili 55 
mL mikrokroglic, v posodi smo imeli 400 mL utrjevalne raztopine. 
 
 55 mL mikrokroglic + 55 mL utrjevalne raztopine = 110 mL tekočine 
mikrokroglic in utrjevalne raztopine potrebne za pipetiranje in izvedbo poskusa. 
 
 400 mL utrjevalne raztopine – 55 mL utrjevalne raztopine = 345 mL izračunana 
količina utrjevalne raztopine, ki smo jo odlili. 
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3.2.2.1 Kapsulacija z alginatom 
V inekcijski brizgi smo zmešali kulturo kvasovk in 4 % alginata v volumskem razmerju 
1:1. Kot utrjevalno raztopino smo uporabili CaCl2 s koncentracijo 2 %. 
Preglednica 7: Uporabljeni pogoji pri kapsulaciji z alginatom 
parametri nastavljeni parametri 
frekvenca 1100 Hz 
napetost 800 V 
pretok 2,5 mL/min 
mešalo 100 % 
premer šobe 150 µm 
 
3.2.2.2 Kapsulacija s hitozanom  
Pri pripravi kroglic s hitozanom smo naleteli na nekaj težav. Želeli smo pripraviti hitozan 
koncentracije 4 %, da bi ohranili enake pogoje kot pri kapsulaciji z alginatom in 
pektinom. Pripravljena raztopina hitozana s koncentracijo 4 % je bila preveč viskozna in 
se na magnetnem mešalu tudi preko noči ni popolnoma raztopila. Zato smo poskusili 
pripraviti hitozan s koncentracijami 3 %, 3,25 %, 3,5 % in 3,75 %. Vse 4 koncentracije 
hitozana so se preko noči uspešno raztopile. Kljub uporabi raztopine hitozana z nižjo 
začetno koncentracijo smo želeli, da je končna koncentracija hitozana v brizgi pomešana 
s kulturo 2 %, tako kot je bila pri alginatu in pektinu. Zato smo v brizgi zmešali kulturo 
in hitozan v takem razmerju, da smo dobili končno koncentracijo hitozana 2 %. Na račun 
tega je mešanica za pripravo kasulacijo vsebovala nekoliko več kulture kot pri enakem 
poskusu z alginatom.  
 
Druga težava se je pojavila, ko smo začeli s kapsulacijo. Za kapsulacijo smo uporabili 
šobo s premerom 150 µm. Po manj kot minuti kapsulacije se je šoba zamašila in morali 
smo zaključiti s kapsulacijo. Pred šobo se nahaja filter, ki zagotavlja, da se na njem 
ujamejo manjši delci in ne mašijo šobe. Na tem filtru se je v našem primeru nabralo toliko 
delcev, da se je vse skupaj zamašilo in nam preprečilo nadaljnjo kapsulacijo. Ko smo 
poskusili kapsulirati brez filtra, je v nekaterih primerih kapsulacija tekla normalno, v 
večini pa se je vseeno po nekaj minutah šoba zamašila in s kapsulacijo smo morali 
prenehati. Težave z mašenjem šobe na kapsulatorju s premerom 150 µm so imeli tudi 
Istenič in sod. (2016). Težavo so uspešno rešili z zmanjšanjem koncentracije hitozana iz 
2 % na 1,5 %. V našem primeru tako nizke koncentracije hitozana nismo mogli uporabiti, 
saj smo ga mešali v razmerju 1:1 s kulturo. Zato smo se reševanja težave mašenja lotili s 
pomočjo centrifugiranja in filtracije. 
 
Najprej smo poskusili hitozan filtrirati čez filter papir (pore 4–12 µm). Tudi po tej 
filtraciji je bilo stanje pri kapsuliranju enako in mašenja nismo odpravili. Zato smo 
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poskusili s centrifugiranjem. Raztopljen hitozan smo dali v centrifugirke in centrifugirali 
pri pogojih: 8000 rpm, 40 °C, 30 min. Centrifugiranje in s tem posedanje delcev je bilo 
učinkovito le pri 3 % raztopini hitozana. Ker smo želeli uporabiti hitozan višje 
koncentracije, tudi zaradi problema površinske napetosti smo na koncu preizkusili še 
možnost filtracije hitozana čez 8 plasti gaze s pomočjo vakumske črpalke. Izkazala se je 
za uspešno, saj smo lahko prefiltrirali tudi hitozan z koncentracijo 3,75 %. Šoba na 
kapsulatorju se po tej filtraciji ni več mašila. Na koncu smo za poskus izbrali hitozan s 
3,5 %, saj je bil optimalen glede raztapljanja in priprave mikrokroglic.  
 
Kljub uspešni odpravi težav z mašenjem šobe na kapsulatorju še vedno nismo uspeli 
pripraviti stabilnih mikrokroglic. Pripravljene mikrokroglice so se zadrževale na površini 
utrjevalne raztopine. Mikrokroglice pripravljene s kapalko so zaradi večje mase zlahka 
prebile površinsko napetost utrjevalne raztopine, medtem ko mikrokroglice pripravljene 
s kapsulatorjem tega niso uspele. Iz tega smo sklepali, da je težava v površinski napetosti 
utrjevalne raztopine, ki je pri koncentracije 2 % raztopine TPP visoka (Istenič in sod., 
2016). Pripravili smo utrjevalne raztopine s koncentracijami 1 in 1,5 %. Po večini so 
mikrokroglice nastale v manjšem merilu, ko smo čez šobo spustili le nekaj mL kulture 
zmešane s hitozanom. Del mikrokroglic se je potopil, del pa ostajal na površju, pri večji 
količini proizvedenih mikrokroglic, pa so te na površini gladine agregirale v enotno 
gmoto. 
 
Za pripravo mikrokroglic v večjem volumnu smo v utrjevalno raztopino dodali 
površinsko aktivno sredstvo tween 20. Uspešno pridobivanje mikrokroglic smo potrdili 
pri 1 % tweena, nato pa smo količino tweena zaradi ekonomičnosti procesa (uporaba 
tweena v industriji podraži proces proizvodnje mikrokroglic) postopno zmanjševali na 
0,5 %, 0,25 % in 0,17 %. Za pripravo hitozanskih mikrokroglic smo uporabili najnižjo 
testirano koncentracijo tweena, ki smo ga sterilizirali s filtracijo (preko filtra s premerom 
por 0,22 µm). V posodo za proizvodnjo mikrokroglic smo tween dodali s sterilno brizgo 
in iglo, ter vsebino nato premešali z nizko hitrostjo mešanja na magnetnem mešalu in tako 
preprečili penjenje utrjevalne razotrpine. 
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Preglednica 8: Zbrani rezultati poskusa priprave kroglic s hitozanom. + pomeni, da so mikrokroglice 
nastale. ± pomeni, da so kroglice nastale, a so se na površini med seboj združevale ali pa so nastale le v 
manjšem merilu. – pomeni, da mikrokroglice niso nastale. 
zač. konc. hitozan (%)  konč. konc. hitozan (%) TPP (%) tween 20 (%) mikrokroglice 
3 1,5 1   - 
3 1,5 1,5   - 
3 1,5 2   - 
3 2 1   ± 
3 2 1,5   ± 
3 2 2   ± 
3 2 2   ± 
3,25 1,62 2   - 
3,25 2 1,5   ± 
3,25 2 2   + 
3,5 1,75 2   ± 
3,5 1,75 2 1 + 
3,5 1,75 2 0,5 + 
3,5 1,75 2 0,25 + 
3,5 1,75 2 0,17 + 
3,5 2 1,5   ± 
3,5 2 2   ± 
 
Po opravljenih vseh poskusih pridobivanja mikrokroglic smo tiste, ki so nastale, shranili 
in jim izmerili velikost na optičnem mikroskopu. Značilnih razlik v velikosti zaradi 
koncentracije TPP ali spreminja koncentracije hitozana nismo opazili. Mikrokroglice so 
bile zaradi mašenja šobe med poskusom različnih velikosti. Razlika v velikosti 
mikrokroglic se je pokazala pri tistih mikrokroglicah, ki smo jih pripravili z uporabo 
tween 20. Te mikrokroglice so bile najmanjše in zaradi optimalnega delovanja 
kapsulatorja najbolj enakomernih velikosti.  
 
Pri poskusu fermentacije smo tako uporabili raztopino hitozana s koncentracijo 3,5 %, 
zmešano s kulturo kvasovk v volumskem razmerju 1:1. Dodali smo 0,17 % tweena 20. 
Preglednica 9: Uporabljeni pogoji pri kapsulaciji s hitozanom 
parametri nastavljeni parametri 
frekvenca 1600 Hz 
napetost 800 V 
pretok 2,8 mL/min 
mešalo 50 – 100 % 
premer šobe 150 µm 
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3.2.2.3 Kapsulacija s pektinom  
Za pripravo mikrokroglic iz pektina smo preizkusili dve vrsti pektina. Kot utrjevalno 
raztopino smo uporabili 2 % CaCl2. 
 
Pektin št. 53 (interne številke vzorcev Katedre za biokemijo in kemijo živil) je imel 
stopnjo esterifikacije med 27 – 30 % in pektin št. 732, pa je imel stopnjo esterifikacije 
med 26 – 30 %. Z obema vzorcema pektina smo pripravili prazne mikrokroglice s 
kapalko, mikrokroglice z mešanico kulture in pektina narejene s kapalko v razmerju 1:1 
ter mikrokroglice narejene s kapsulatorjem z mešanico kulture in pektina v volumskem 
razmerju 1:1. 
 
Kot boljša izbira se je izkazal pektin št. 732, saj so pri vseh treh poskusih nastale 
enakomerne mikrokroglice pravilnih oblik. Zato smo se odločili, da ta pektin izberemo 
za nadaljnjo kapsulacijo. Pri poskusu kapsulacije v večjem obsegu (kjer smo potrebovali 
vsaj 80 mL mikrokroglic), se je tako kot pri hitozanu izkazalo, da imajo nastale 
mikrokroglice težavo prebiti površinsko napetost utrjevalne raztopine. Mikrokroglice so 
lebdele na površini, sčasoma pa so na gladini pričele agregirati. Zato smo tudi pri tem 
poskusu v utrjevalno raztopino dodali 0,17 % tweena. Pripravljene mikrokroglice so bile 
pri pogledu pod mikroskopom nepravilnih oblik (sferične oblike z zgubano površino). 
Spremembo v obliki mikrokroglic pripravljenih z različnimi deleži pektina in alginata so 
opazili tudi Bekhit in sod. (2016). Večji kot je bil delež pektina v mikrokroglicah bolj 
popačene in neenakomerno velike so bile pripravljene mikrokroglice po določenem času 
shranjevanja. Najbolj deformirne so bile mikrokroglice pripravljene le iz pektina. Eden 
od razlog za to je mehanska stabilnost pripravljenih mikrokroglic s pektinom. Vezi med 
Ca2+ ioni in glukuronsko kislino, ki oblikujejo gel, so namreč šibkejše kot pri alginatu 
(Bekhit in sod., 2016). 
Preglednica 10: Uporabljeni pogoji pri kapsulaciji s pektinom 
parametri nastavljeni parametri 
frekvenca 1100 Hz 
napetost 800 V 
pretok 2,5 mL/min 
mešalo 100 % 
premer šobe 150 µm 
3.2.3 Priprava vzorcev za fermentacijo in spremljanje fermentacije 
Po končani kapsulaciji smo v 50 mL centrifugirke napolnjene z 38 mL sterilnega YPD 
gojišča odpipetirali 1 mL proste kulture kvasovk ali 4 mL kapsuliranih kvasovk 
(ekvivalentne količine celic). Fermentacijo s prostimi kvasovkami smo spremljali v 1 
paralelki. Fermentacijo s kapsuliranimi kvasovkami smo spremljali v 2 paralelkah. 
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Na vsako gojišče smo po inokulaciji aseptično namestili sterilno vrelno veho. V vrelno 
veho smo nalili sterilno mQ vodo do oznake in dali vzorce v inkubator. Prve vzorce smo 
odvzeli takoj po inokulaciji (t = 0). Nato smo fermentacijo spremljali tako, da smo na 
vsakih 24 ur odvzeli nov vzorec. Vzorčenja smo opravljali ob delavnikih (5 vzorcev / 7 
dni).  
 





















8P0 8KA0 8KB0  XP0 XKA0 XKB0 
8P1 8KA1 8KB1  XP1 XKA1 XKB1 
8P2 8KA2 8KB2  XP2 XKA2 XKB2 
8P3 8KA3 8KB3  XP3 XKA3 XKB3 
8P4 8KA4 8KB4  XP4 XKA4 XKB4 
8P5 8KA5 8KB5  XP5 XKA5 XKB5 
       
YPD gojišče z 8 % glukoze 
T = 24 °C, 37 °C ali 42 °C 
polisaharid: alginat, hitozan ali pektin 
 
 
X =YPD gojišče z 12, 16, 20 ali 24 % 
glukoze 
T = 24 °C, 37 °C ali 42 °C 
polisaharid: alginat, hitozan ali pektin 
 
Slika 6: Splošna shema pripravljenih vzorcev za spremljanje poskusa  
Pri vsakem poskusu smo uporabili dva kontrolna vzorca. Prvi kontrolni vzorec je bila 
vzporedna fermentacija s prosto kulturo kvasovk. Drugi kontrolni vzorec je bila 
vzporedna fermentacija v gojišču z 8 % glukoze s kapsuliranimi in prostimi kvasovkami. 
Za potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze smo poznali okvirne končne vrednosti 
nastalega etanola in porabljene glukoze iz predhodnih poskusov. Zato smo to gojišče 
uporabili kot kontrolo. Glede na zastavljene hipoteze smo v poskusih spreminjali 
koncentracijo glukoze v gojišču, temperaturo pri kateri je potekala fermentacija in 
uporabljen polisaharid za kapsulacijo. 
3.2.4 Merjenje optične gostote pri valovni dolžini 650 nm  
Prva meritev pri spremljanju poteka fermentacije je bila merjenje optične gostote (ang. 
optical density, OD) s spektrofotometrom pri valovni dolžini 650 nm. 1 mL ne 
premešanega vzorca smo dali v kiveto in pomerili vrednost OD. Predhodno smo 
spektrofotometer umerili s sterilnim gojiščem z ustrezno koncentracijo glukoze. Če je bila 
vrednost izmerjene absorbance večja od 1, smo vzorce redčili s sterilnim gojiščem. V 
večini primerov smo morali redčiti vzorce s prostimi kvasovkami v najbolj aktivni fazi 
rasti, drugi in tretji dan fermentacije.  
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Z merjenjem vrednosti OD v gojišču s prostimi kvasovkami smo pri prostih kvasovkah 
spremljali njihovo rast v YPD gojišču (Stewart, 2014). Z merjenjem vrednosti OD pri 
kapsuliranih kvasovkah smo spremljali sproščanje kvasovk iz mikrokroglice, zaradi njene 
poroznosti (Wen–Tao in sod., 2005). Visoka vrednost OD pri prostih kot kapusluranih 
kvasovkah lahko predstavlja tudi okužbo gojišča z drugimi mikroorganizmi. 
Zaradi lažje uporabe podatkov v grafih smo izmerjeno absorbanco s pomočjo formule 
pretvorili v število celic na mL. Enačba za izračun je v prilogi A. Pri vzorcih, ki jih je bilo 
potrebno redčiti smo najprej izračunali število celic/mL in nato upoštevali faktor redčitve.  
3.2.5 Merjenje vrednosti pH  
Po meritvah vrednosti OD smo izmerili vrednost pH vzorcev. Laboratorijski pH meter 
smo pred vsako serijo meritev umerili s pufri z vrednostjo pH 2, 4 in 7. Med posameznim 
vzorcem smo elektrodo spirali z destilirano vodo. 
3.2.6 Analiza HPLC  
Vzorce smo po vsakem vzorčenju pripravili za analizo HPLC. Odvzeli smo 2 mL vzorca 
in ga centrifugirali pri 12000 RCF, 5 minut. Supernatant smo prefiltrirali skozi filter iz 
regenerirane celuloze, s premerom por 0,45 µm in ga ustrezno razredčili z mQ vodo. 
Vzorce, ki so vsebovali do 100g/L glukoze smo redčili 10 ×. Vzorce, ki so vsebovali več 
kot 100 g/L glukoze smo redčili 100 ×. Pripravljene vzorce smo shranili v zmrzovalniku 
pri –22 °C do analize. 
 
Za določanje sladkorjev in alkoholov smo uporabili tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Princip ločevanja temelji na ionski izmenjevalni kromatografiji. Sladkorji in 
alkoholi ne absorbirajo svetlobe v UV/VIS spektralnem območju. Zato se za detekcijo 
uporablja detektor za merjenje lomnega količnika (RID). Za uspešnost ločevanja je 
pomembna vrednost pH na koloni, ki jo uravnavamo z mobilno fazo, temperatura kolone, 
ki je med analizo termostatirana in pretok mobilne faze skozi kolono. Za kvantifikacijo 
rezultatov so potrebni ločeni piki na kromatogramu. Ti omogočajo uspešno integracijo in 
pridobitev natančnih rezultatov (Lai in sod., 2016). 
 
V našem poskusu smo uporabili kromatografski sistem HPLC 1260 Infinity (Agilent 
Technolgies), opremljen s kolono (HPX-87H 300×7,8 mm, BioRad) in RID detektorjem. 
Kot mobilno fazo smo uporabili 5mM H2SO4. Posamezna analiza vzorca je trajala 35 
minut. Pretok mobilne faze je bil 0,6 mL/min. Zaradi občutljivosti so bili vzorci ves čas 
analize kondicionirani na 10 °C. Temperatura injektorja je bila 15 °C, temperatura kolone 
50 °C, temperatura detektorja pa 29 °C. Po končani analizi HPLC smo rezultate integrirali 
v računalniškem programu EuroCrom 2002. Pri naši metodi se je glukoza iz kolone 
izločila v 8 minuti analize (retencijski čas 8,73 – 9,07 min), etanol se je izločil po 21 
minutah analize (retencijski čas 21,02 – 22,09 min). Za etanol smo bazno linijo 
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kromatogramov korigirali z vzorcem mobilne faze. Korekcija je omogočila natančno 
integracijo vrhov in s tem povečala natančnost pridobljenih rezultatov. Ker je bilo vzorcev 
veliko in je zato njihova individualna analiza trajala dolgo, smo odštevali vrednosti 
analiziranega vzorca čiste mobilne faze, ki je bil v sekvenci najbližje analiziranem vzorcu. 
Primer kromatograma je v prilogi C. 
3.2.7 Statistična obdelava podatkov s pomočjo statističnega testa za primerjavo 
dveh krivulj 
Rezultate porabe glukoze in nastanka etanola pri prostih in kaspsuliranih kvasovkah smo 
statistično obdelali s pomočjo statističnega testa za primerjavo dveh krivulj. Test temelji 
na izračunu faktorja različnosti (f1) in faktorja podobnosti (f2). Primerjamo lahko eno ali 
več krivulj z referenčno krivuljo. Da krivulji lahko označimo kot podobni, mora biti 
vrednost f1 čim bližje 0, vrednost f2 pa čim bližje 100. Tako lahko rečemo, da sta krivulji 
zadostno podobni, če je vrednost faktorja f2 > 50. Krivulji lahko označimo kot različni, 
če je vrednost faktorja f2 < 50. Uporabimo lahko le podatke, ki so bili pridobljeni v istem 
časovnem zaporedju (Guidance…, 1997).  
V našem poskusu smo na vsakih 24 ur vzeli nov vzorec. Zbrane podatke smo vnesli v 
enačbo in izračunali faktorja f1 in f2. Kot referenčno krivuljo smo uporabili krivuljo 
prostih kvasovk, ki smo jo primerjali s krivuljama kapsuliranih kvasovk. S pomočjo 
statističnega testa smo ugotavljali ali je hitrost porabe glukoze in hitrost nastanjanja 
etanola statistično značilno drugačna med prostimi in kapsuliranimi kvasovkami. 
3.2.8 Izračun izkoristka alkoholne fermentacije 
S pomočjo enačbe 2 smo na podlagi meritev in enačbe alkoholne fermentacije izračunali 
izkoristek alkoholne fermentacije.  
𝑖𝑧𝑘𝑜𝑟𝑖𝑠𝑡𝑒𝑘 (%) =  
   
∆  × ,
 × 100      …(2)                           
3.2.9 Mikroskopiranje z optičnim mikroskopom  
Z optičnim mikroskopom s kamero (DM2500, Leica) smo pregledali mikrokroglice na 
začetku in na koncu fermentacije, da smo potrdili ustrezno oblikovanje kroglic, in da bi 
ugotovili ali prihaja med fermentacijo do njihovih poškodb. Mikroskopski preparat smo 
pripravili tako, da smo vzorec premešali in s kapalko na urno stekelce nakapljali nekaj 
kapljic vzorca in ga prekrili s krovnim stekelcem. Pripravljen vzorec smo takoj pregledali 
pod mikroskopom. Pri pripravi vzorca smo poskrbeli, da smo v vidnem polju imeli 
optimalno količino mikrokroglic za štetje. Mikrokroglice smo šteli pri 40 × povečavi. 
Prešteli smo 50 mikrokroglic in s pomočjo računalniškega programa ImageJ izmerili 
njihovo velikost. Mikrokroglice smo pregledali tudi na 100 × in 400× povečavi. 
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4.1 LASTNOSTI PRIPRAVLJENIH MIKROKROGLIC 
Pod mikroskopom smo pogledali mikrokroglice pred in po končani alkoholni 
fermentaciji. Po zaključeni fermentacije nismo opazili večjih sprememb na površini 
mikrokroglice. Pod mikroskopom smo lahko opazili, da se je gostota kvasovk v 
mikrokroglici povečala. Pri mikrokroglicah pripravljenih iz hitozana in pektina je bilo na 
začetku in koncu fermentacije veliko kvasovk v gojišču in utrjevalni raztopini, ki so 
uspele preiti membrano mikrokroglice.  
Preglednica 11: Velikosti pripravljenih mikrokroglic iz alginata, hitozana in pektina 
polisaharid  velikost mikrokroglic (µm)  RSD (%) MIN MAX 
alginat 240 ± 27 11 135 333 
hitozan 214 ± 48 22  125 326 




Slika 7: Slika mikrokroglic pod mikroskopom. Zgornja vrsta pri 40 × povečavi: slika levo – alginatne 
mikrokroglice, slika na sredini – mikrokroglice s hitozanom, slika desno – mikrokroglice s pektinom. 
Spodnja vrsta pri 100 × povečavi: slika levo – alginatne mikrokroglice, slika na sredini – mikrokroglice s 
hitozanom, slika desno – mikrokroglice s pektinom. 
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4.2 POTEK ALKOHOLNE FERMENTACIJE PRI RAZLIČNIH 
KONCENTRACIJAH GLUKOZE V GOJIŠČU 
V prvih petih tednih poskusa smo spremljali vpliv različne koncentracije glukoze na potek 
alkoholne fermentacije izvedene s kapsuliranimi in prostimi kvasovkami. Uporabili smo 
gojišča z 8, 12, 16, 20 in 24 % glukoze. Fermentacije smo izvedli pri temperaturi 24 °C. 
4.2.1 Ponovljivost porabe glukoze in proizvodnje etanola v gojišču z 8 % glukoze 
Preglednica 12: Ponovljivost porabe glukoze in proizvodnje etanola pri prostih kvasovkah 
dan fermentacije koncentracija 
glukoze (g/L) 
RSD (%) koncentracija 
etanola (g/L) 
RSD (%) 
0 79,0 ± 13,5 17,1 0 0 
2 2,5 ± 1,0 41,3 30,6 ± 1,1 3,5 
4 1,9 0 31,0 ± 0,6 2,0 
 
Preglednica 13: Ponovljivost porabe glukoze in proizvodnje etanola pri kapsuliranih kvasovkah 
dan fermentacije koncentracija 
glukoze (g/L) 
RSD (%) koncentracija 
etanola (g/L) 
RSD (%) 
0 74,5 ± 9,2 12,4 0 0 
2 3,7 ± 1,3 35,4 29,9 ± 1,3 4,2  
4 2,1 ± 0,1 4,2  30,8 ± 0,6 2,1 
 
Gojišče z 8 % glukoze smo v vseh poskusih uporabili kot kontrolo. Iz rezultatov v 
preglednicah 12 in 13 lahko opazimo, da je bila ponovljivost posameznih poskusov dobra. 
Po zaključeni fermentaciji je bilo odstopanje pri porabljeni glukozi tako pri prostih kot 
kapsuliranih kvasovkah manjše od 5 %. Večje razlike v odstopanju so se pri porabljanju 
glukoze pokazale drugi dan fermentacije, tako pri prostih kot kapsuliranih kvasovkah. V 
tem dnevu je bilo odstopanje večje od 15 %, ki predstavlja še sprejemljivo mejo 
odstopanja za biotehnološke procese. Ponovljivost proizvodnje etanola je bila tako pri 
kapsuliranih kot prostih kvasovkah dobra in ni odstopala za več kot 5 % med 
posameznimi poskusi. 
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4.2.2 Potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze 
 
Slika 8: Potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze pri temperaturi 24 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). 
Proste kvasovke so glede na vrednost OD v gojišču z 8 % glukoze eksponentno rasle 
prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto celic 9,3×107 na mL. Fermentacija se 
je zaključila po 48 urah. Rastna krivulja pri kapsuliranih kvasovkah ni bila izrazita, 
vseeno pa smo opazili povečano vrednost števila celic na mL med 24 in 48 uro alkoholne 
fermentacije zaradi kvasovk, ki so uspele preiti membrano mikrokroglice. 
Večji del glukoze so tako proste, kot kapsulirane kvasovke porabile v prvih 24 urah 
fermentacije, prav tako so v tem času proizvedle največjo količino etanola. V gojiščih je 
tako pri prostih kot kapsuliranih kvasovkah ostalo med 1,9 in 2 g/L glukoze. Razlika v 
največji doseženi koncentraciji etanola je bila med prostimi in kapsuliranimi kvasovkami 
zelo majhna. Med prostimi in kaspuliranimi kvasovkami ni bilo statistično značilne 
razlike v hitrosti porabe glukoze in nastajanja etanola. Proste kvasovke so proizvedle 31,5 
g ± 0,8 g/L etanola, kapsulirane pa 31,0 ± 0,5 g/L etanola. Kapsulirane kvasovke so 
dosegle enak izkoristek alkoholne fermentacije kot proste kvasovke. 
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4.2.3 Potek fermentacije v gojišču z 12 % glukoze 
 
Slika 9: Potek fermentacije v gojišču z 12 % glukoze in temperaturi 24 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Proste kvasovke so glede na vrednost OD v gojišču z 12 % eksponentno rasle prvih 24 ur 
fermentacije in dosegle gostoto celic 1,5×108 na mL. Fermentacija se je zaključila po 72 
urah. Pri kapsuliranih kvasovkah rastna krivulja ni bila izrazita. Manjši porast števila 
kvasnih celic smo opazili med 24 in 48 urami fermentacije zaradi uhajanja kvasovk iz 
mikrokroglice. 
Največ glukoze so tako proste kot kapsulirane kvasovke porabile v prvih 48 urah 
fermentacije. Prav tako je v tem času nastalo največja etanola. Zaradi višje uporabljene 
koncentracije glukoze v gojišču je pri prostih kot kapsuliranih kvasovkah po končani 
fermentaciji ostalo več glukoze. V gojišču s prostimi kvasovkami je ostalo 17,9 g/L 
glukoze, v gojišču s kapsuliranimi kvasovkami pa 19,4 g/L glukoze. Hitrost porabe 
glukoze pri kapsuliranih kvasovkah je bila statistično značilno drugačna kot poraba 
glukoze pri prostih kvasovkah (f2 > 49 < 50). 
Statistično značilnih razlik v hitrosti nastajanja etanola med prostimi in kapsuliranimi 
kvasovkami nismo dokazali. Kljub temu, da je v gojišču s kapsuliranimi kvasovkami 
ostalo več glukoze, je bila razlika v količini nastalega etanola majhna. Proste kvasovke 
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so proizvedle 49,9 ± 0,1 g/L etanola, kapsulirane kvasovke pa 48,9 ± 0,1 g/L etanola. 
Kapsulirane kvasovke so imele po končani fermentaciji enak izkoristek alkoholne 
fermentacije kot proste kvasovke. 
4.2.4 Potek fermentacije v gojišču s 16 % glukoze  
 
Slika 10: Potek fermentacije v gojišču s 16 % glukoze in temperaturi 24 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto 
celic 1,7×108 na mL. Rastna krivulja kaspuliranih kvasovk je bila bolj izrazita kot pri 
nižjih koncentracijah glukoze v gojišču zaradi kvasovk, ki so uspele preiti mikrokroglico. 
 
Večino glukoze so proste in kapsulirane kvasovke porabile v prvih 48 urah fermentacije, 
prav tako so v prvih 48 urah proizvedle največ etanola. Pri kapsuliranih kvasovkah je bila 
hitrost porabe glukoze statistično značilno drugačna od hitrosti porabe glukoze pri prostih 
kvasovkah (f2 > 44 < 50). Kapsulirane kvasovke so počasneje porabljale glukozo kot 
proste. 
 
Hitrost nastajanja etanola ni bila statistično značilno drugačna pri kapsuliranih kvasovkah 
glede na proste. Kljub počasnejši porabi glukoze pri kapsuliranih kvasovkah, so te na 
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koncu alkoholne fermentacije proizvedene več etanola kot proste. V zadnjih dneh 
alkoholne fermentacije smo opazili nihanje koncentracije nastalega etanola. Visoka 
vrednost nastalega etanola peti dan fermentacije bi lahko bila posledica analitske napake. 
Proste kvasovke so proizvedle 70,7 ± 2,0 g/L, kapsulirane kvasovke pa so proizvedle 81,8 
± 3,7 g/L. Boljši izkoristek na koncu alkoholne fermentacije so imele kapsulirane 
kvasovke.  
 
4.2.5 Potek fermentacije v gojišču z 20 % glukoze 
 
Slika 11: Potek fermentacije v gojišču z 20 % glukoze in temperaturi 24 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto 
celic 1,8 × 108 na mL. Sledila je dolga faza odmiranja, ki se je zaključila med 4 in 7 
dnevom fermentacije. Rastna krivulja kaspuliranih kvasovk je bila bolj izrazita kot pri 
nižjih koncentracijah glukoze v gojišču. Kvasovke so uspešno prešle mikrokroglico in 
rastle v gojišču. 
Hitrost porabe glukoze pri kapsuliranih kvasovkah je bila statistično značilno drugačna 
kot poraba glukoze pri prostih kvasovkah (f2 > 32 < 50). Proste kvasovke so večino 
glukoze porabile v prvih 72 urah fermentacije, kapsulirane pa v 96 urah fermentacije. 
Proste kvasovke so glukozo porabljale hitreje kot kapsulirane kvasovke. V gojišču s 
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prostimi kvasovkami je ostalo 18,8 ± 0,1 g/L glukoze, medtem ko je v gojišču s 
kapsuliranimi kvasovkami ostalo 19,7 ± 0,1 g/L glukoze. 
Hitrost nastajanja etanola ni bila statistično značilno drugačna pri prostih in kapsuliranih 
kvasovkah. Kapsulirane kvasovke so kljub počasnejšemu proizvajanju etanola in večjemu 
ostanku glukoze v gojišču, po zaključku fermentacije proizvedle več etanola. Kapsulirane 
kvasovke so proizvedle 74,9 ± 2,4 g/L etanola, proste kvasovke so proizvedle 71,1 g/L 
etanola. Kapsulirane kvasovke so imele boljši izkoristek na koncu fermentacije kot proste 
kvasovke. 
4.2.6 Potek fermentacije v gojišču s 24 % glukoze 
 
Slika 12: Potek fermentacije v gojišču s 24 % glukoze in temperaturi 24 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 48 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto 
celic 2,3×108 na mL. Alkoholna fermentacija se je zaključila med 4 in 7 dnevom. Opazili 
smo rastna krivulja pri kapsuliranih kvasovkah. Kvasovke so uspešno prešle membrani 
mikrokroglico in rasle v gojišču. 
 
Hitrost porabe glukoze in hitrost nastajanja etanola je bila pri kapsuliranih kvasovkah 
statistično značilno drugačna kot pri prostih (f2 glukoza > 27 < 50, f2 etanol > 43 < 50). 
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Medtem, ko so proste kvasovke večino glukoze porabile v prvih 72 urah fermentacije, so 
kapsulirane kvasovke glukozo porabljale počasneje in večino glukoze porabile v 96 urah 
fermentacije. V gojišču s prostimi kvasovkami je ostalo 18,1 g/L glukoze, v gojišču s 
kapsuliranimi je ostalo 19,7 g/L glukoze. 
 
Proste kvasovke so večino etanola proizvedle v prvih 72 urah fermentacije, kapsulirane 
pa so večino etanola proizvedle v 96 urah. Kapsulirane kvasovke so kljub upočasnjeni 
hitrosti porabljanja glukoze proizvedle več etanola. Največja dosežena koncentracija 
etanola pri prostih kvasovkah je znašala 89,7 ± 0,3 g/L, pri kapsuliranih pa 103,6 ± 3,9 
g/L. Kapsulirane kvasovke so imele boljši izkoristek na koncu fermentacije kot proste 
kvasovke. 
4.2.7 Zbrani rezultati alkoholne fermentacije s prostimi in kapsuliranimi 
kvasovkami pri različnih koncentracijah glukoze v YPD gojišču  
Preglednica 14: Zbrani rezultati alkoholne fermentacije pri 24 °C in različnih koncentracijah glukoze v 
YPD gojišču s prostimi in kapsuliranimi kvasovkami v alginat. Pri izračunu dejanskega izkoristka 
















8 proste 1,9  40,9   31,5 ± 0,8   4,0   79 
8 kapsulirane 2,0 ± 0,1 40,9   31,0 ± 0,5   3,9   78 
12 proste 17,9 61,3   49,8 ± 0,1   6,3   95 
12 kapsulirane 19,4  61,3   48,9 ± 0,1   6,2   95 
16 proste 22,2 ± 4,3 81,7   70,7 ± 2,0   9,0 100 
16 kapsulirane 20,5 ± 1,2 81,7   81,8 ± 3,7 10,4 115 
20 proste 18,8 ± 0,1 102,2   71,1    9,0   77 
20 kapsulirane 19,7 ± 0,1 102,2   74,9 ± 2,4   9,5   81 
24 proste 18,1  122,6   89,7 ± 0,3 11,4   79 
24 kapsulirane 19,7  122,6 103,6 ± 3,9 13,1   92 
 
Iz slike 13 je razvidno, da so kapsulirane kvasovke pri vseh koncentracijah glukoze 
potrebovale več časa, da so proizvedle 50 % končne vrednosti etanola. Kapsulirane 
kvasovke so v gojišču z 8 % glukoze potrebovale 30 % več časa, da so dosegle 50 % 
končne koncentracije etanola. Medtem, ko so kapsulirane kvasovke v gojišču s 24 % 
glukoze za doseganje 50 % končne koncentracije etanola, potrebovale 60 % več časa v 
primerjavi s prostimi kvasovkami.  
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Slika 13: A: Čas, ki je potreben, da kvasovke proizvedejo 50 % maksimalne koncentracije etanola. B: 
Hitrost produkcije etanola pri 50 % koncentraciji etanola. Pri vsakem grafu so označene maksimalne 
koncentracije proizvedenega etanola v posameznem gojišču.  
4.3 POTEK ALKOHOLNE FERMENTACIJE PRI POVIŠANI TEMPERATURI 
Šesti in sedmi teden poskusa smo spremljali vpliv temperature na potek alkoholne 
fermentacije s prostimi in kapsuliranimi kvasovkami. Uporabili smo gojišča s 
koncentracijami 8, 16 in 24 % glukoze. Fermentacije smo izvedli pri temperaturi 37 in 42 
°C.  
4.3.1 Potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze pri temperaturi 37 °C 
 
Slika 14: Potek fermentacije pri 8 % glukoze v gojišču pri temperaturi 37 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B).  
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Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 ur in dosegle najvišjo gostoto celic 1,4 × 
108 na mL. Sledila je kratka faza odmiranja. Fermentacija se je zaključila po 72 urah. 
Rastna krivulja pri kapsuliranih kvasovkah ni bila izrazita, vseeno pa smo opazili, da so 
nekatere kvasovke po 24 urah fermentacije sprostile iz mikrokroglice in rasle v gojišču. 
Proste kvasovke so v prvih 24 urah porabile skoraj vso glukozo in proizvedle največjo 
koncentracijo etanola. Kapsulirane kvasovke so večino glukoze porabile v prvih 48 urah 
fermentacije in v tem času proizvedle tudi največ etanola. Tako v gojišču s prostimi kot 
kapsuliranimi kvasovkami je ostalo med 1,9 in 2 g/L glukoze. Hitrost porabljanja glukoze 
in nastajanja etanola pri kapsuliranih kvasovkah ni bila statistično značilno drugačna kot 
pri prostih kvasovkah.  
Kljub spremenjeni hitrosti porabe glukoze in nastajanja etanola je bila razlika v količini 
proizvedenega etanola pri prostih in kapsuliranih kvasovkah majhna. Proste kvasovke so 
proizvedle 33,2 ± 0,2 g/L etanola, medtem ko so kapsulirane proizvedle 33,6 ± 0,2 g/L. 
Po zaključeni fermentaciji so imele proste kvasovke boljši izkoristek alkoholne 
fermentacije kot kapsulirane kvasovke.  
4.3.2 Potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze pri temperaturi 42° C 
 
Slika 15: Potek fermentacije pri 8 % glukoze v gojišču pri temperaturi 42 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). 
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Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 urah fermentacije in dosegle maksimalno 
gostoto celic 5,3 × 107 na mL. Rastna krivulja pri kapsuliranih kvasovkah ni bila izrazita 
vseeno smo opazili, da so nekatere kvasovke po 24 urah fermentacije sprostile iz kroglice 
in uspešno rasle v gojišču. 
 
Večino glukoze so proste kvasovke porabile v prvih 24 urah fermentacije, prav tako so v 
tem času proizvedle največjo koncentracijo etanola. Kapsulirane kvasovke so glukozo 
porabljale počasneje kot poste kvasovke, večino glukoze so porabile v 48 urah 
fermentacije. V gojišču s kapsuliranimi kvasovkami je ostalo 2,1 g/L glukoze, v gojišču 
s prostimi kvasovkami pa 1,9 g/L glukoze. Hitrost porabe glukoze in proizvodnje etanola 
pri kaspuliranih kvasovkah nista bili statistično značilno drugačni kot pri prostih 
kvasovkah.  
 
Opazili smo manjšo razliko v količini nastalega etanola. Proste kvasovke so proizvedle 
30,7 ± 0,1g/L etanola, kapsulirane pa 28, 6 ± 0,2 g/L etanola. Količina nastalega etanola 
pri prostih kvasovkah po 24 urah fermentacije odstopa od izmerjenih vrednost v 
nadaljevanju fermentacije. Iz tega lahko sklepamo, da je šlo za napako v meritvi. Če to 
upoštevamo, so kapsulirane proste kvasovke proizvedle 28,9 g/L etanola. Proste 
kvasovke so imele boljši izkoristek alkoholne fermentacije kot kapsulirane kvasovke. 
4.3.3  Potek fermentacije v gojišču s 16 % glukoze pri temperaturi 37 °C  
 
Slika 16: Potek fermentacije pri 16 % glukoze v gojišču pri temperaturi 37 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
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Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto 
celic 2,2 × 108 na mL. Alkoholna fermentacija se je zaključila po 72 urah. Krivulja rasti 
pri kapsuliranih kvasovkah ni bila opazna, število celic na mL je bilo nizko. 
 
Proste kvasovke so večino glukoze porabile v prvih 48 urah fermentacije. Kapsulirane 
kvasovke so večino glukoze porabile po 72 urah fermentacije. V gojišču s kapsuliranimi 
kvasovkami je ostalo 19,6 ± 0,1 g/L glukoze, v gojišču s prostimi kvasovkami pa 18,1 ± 
0,1 g/L glukoze. Hitrost porabe glukoze pri kapsuliranih kvasovkah je bila statistično 
značilno drugačna kot pri prostih (f2 > 35 < 50). Kapsulirane kvasovke so glukozo 
porabljale počasneje.  
 
Hitrost proizvodnje etanola ni bila statistično značilno drugačna pri kapsuliranih 
kvasovkah v primerjavi s prostimi. Proste kvasovke so proizvedle 68,4 ± 0,2 g/L etanola. 
Kapsulirane kvasovke so proizvedle 64,8 ± 0,4 g/L etanola. Proste kvasovke so imele 
boljši izkoristek na koncu alkoholne fermentacije kot kapsulirane kvasovke. 
4.3.4 Potek fermentacije v gojišču s 16 % glukoze pri temperaturi 42 °C  
 
Slika 17: Potek fermentacije pri 16 % glukoze v gojišču pri temperaturi 42 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto 
celic 1,5 × 108 na mL. Alkoholna fermentacija se je zaključila po 72 urah. Krivulja rasti 
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kapsuliranih kvasovk je bila slabo opazna, malo kvasnih celic, ki so uspele preiti 
membrano mikrokroglice je uspešno rastlo v gojišču zunaj mikrokroglice. 
 
Kapsulirane kvasovke so glukozo porabljale drugače kot proste kvasovke. Hitrost porabe 
glukoze pri kapsuliranih kvasovkah je bila statistično značilno drugačna kot pri prostih 
kvasovkah (f2 > 34 < 50). Proste kvasovke so večino glukoze porabile v prvih 48 urah 
fermentacije, medtem ko so kapsulirane kvasovke večino glukoze porabile v prvih 72 
urah. Pri prostih kvasovkah je v gojišču ostalo 18,2 g/L glukoze, v gojišču s kapsuliranimi 
kvasovkami je ostalo 22,0 ± 0,1 g/L glukoze. 
 
Proste kvasovke so hitreje proizvedle večjo koncentracijo etanola. Kljub temu pa hitrost 
proizvodnje etanola pri prostih in kapsuliranih kvasovkah ni bila statistično značilno 
drugačna. Proste kvasovke so proizvedle 61,6 ±0,3 g/L etanola, kapsulirane pa 58,6 ± 1,4 
g/L etanola. Kapsulirane kvasovke so imele v eni paralelki boljši izkoristek na koncu 
fermentacije kot proste kvasovke. 
4.3.5 Potek fermentacije v gojišču s 24 % glukoze pri temperaturi 37 °C 
 
Slika 18: Potek fermentacije pri 24 % glukoze v gojišču pri temperaturi 37 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
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Proste kvasovke so eksponentno rasle prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo gostoto 
celic 1,8 × 108 na mL. Faza odmiranja je bila dolga. Fermentacija se je zaključila med 4 
in 7 dnevom spremljanja. Počasni fazi odmiranja je sledil hiter padec koncentracije živih 
kvasovk po tretjem dnevu fermentacije. V gojiščih s kapsulirnimi kvasovkami je bilo 
število celic na mL zelo nizko, tiste kvasovke, ki so uspele preiti kapsulo niso uspešno 
rastle v gojišču. 
 
Krivulja porabljanja glukoze in nastajanja etanola pri kapsuliranih kvasovkah je bila 
statistično značilno drugačna od referenčne krivulje prostih kvasovk (f2 glukoza > 32 < 
50, f2 etanol > 41 < 50). Kapsulirane kvasovke so imele spremenjeno hitrost porabljanja 
glukoze in proizvajanja etanola. V gojišču s prostimi kvasovkami je ostalo 20,1 g/L 
glukoze, v gojišču s kapsuliranimi kvasovkami je ostalo 22,6 g/L glukoze. 
 
Proste kvasovke so proizvedle maksimalno količino etanola 90,6 ± 1,1 g/L, kapsulirane 
pa 90,0 ± 0,6 g/L. Kapsulirane kvasovke so imele v eni paralelki boljši izkoristek na 
koncu alkoholne fermentacije kot proste kvasovke.  
4.3.6 Potek fermentacije v gojišču s 24 % glukoze pri temperaturi 42 °C 
 
Slika 19: Potek fermentacije pri 24 % glukoze v gojišču pri temperaturi 42 °C. Grafi predstavljajo A: porabo 
glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. 
Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med 
krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
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Proste kvasovke so eksponentno rastle prvih 24 ur fermentacije in dosegle najvišjo 
gostoto 1,5 × 108 celic na mL. Sledila je kratka stacionarna faza, ki je hitro prehajala v 
fazo odmiranja rasti. Fermentacija se je zaključila po 4 dneh. Krivulja rasti kapsuliranih 
kvasovk je bila neizrazita, tiste kvasovke, ki so uspele preiti kapsulo v gojišču niso 
uspešno rasle. 
 
Krivulji porabe glukoze in proizvodnje etanola pri kapsulirnih kvasovkah sta bili 
statistično značilno drugačni od referenčne krivulje prostih kvasovk (f2 glukoza > 34 < 
50, f2 etanol > 47 < 50). Kapsulirane kvasovke so imele spremenjeno hitrost porabljanja 
glukoze in nastajanja etanola. Tako v gojišču s prostimi kot kapsuliranimi kvasovkami je 
ostal velik del glukoze. Pri prostih je ostalo 46,5 g ± 0,3 g/L, pri kapsuiranih pa 49,8 g 
±1,5 g/L glukoze. Prav tako je v obeh fermentacijah nastalo manj etanola, v primerjavi z 
enako koncentracijo glukoze v gojiščih pri temperaturi 24 °C in tudi 37 °C. Proste 
kvasovke so proizvedle 64,1 ± 0,2 g/L etanola, kapsulirane pa 67,6 ± 0,9 g/L etanola. 
Kapsulirane kvasovke so imele po končani fermentaciji boljši izkoristek alkoholne 
fermentacije kot proste kvasovke.  
4.3.7 Zbrani rezultati alkoholne fermentacije s prostimi in kapsuliranimi 
kvasovkami pri različnih temperaturah 
Preglednica 15: Zbrani rezultati alkoholne fermentacije pri  temperaturi 37 in 42 °C z uporabo prostih in 
kapsuliranih kvasovk. Za kapsulacijo je bil uporabljen alginat. Pri izračunu dejanskega izkoristka (%) smo 

















izkoristek (%)  
8 24 proste 1,9  40,9 31,5 ± 0,8 4,0   79 
8 24 kapsulirane 2,0 ± 0,1 40,9 31,0 ± 0,5 3,9   78 
8 37 proste 1,9  40,9 33,2 ± 0,2 4,2   83 
8 37 kapsulirane 2,0   40,9 33,6 ± 0,2 4,3   84 
8 42 proste 1,9  40,9 30,7 ± 0,1 3,9   77 
8 42 kapsulirane 2,1  40,9 28,6 ± 0,2 3,6   72 
16 24 proste 22,2 ± 4,3 81,7 70,7 ± 2,0 9,0 100 
16 24 kapsulirane 20,5 ± 1,2 81,7 81,8 ± 3,7 10,4 115 
16 37 proste 18,1 ± 0,1 81,7 68,4 ± 0,2 8,7   94 
16 37 kapsulirane 19,6 ± 0,1 81,7 64,8 ± 0,4 8,2   90 
16 42 proste 18,2  81,7 61,6 ± 0,3 7,8   85 
16 42 kapsulirane 22,0 ± 0,1 81,7 58,7 ± 1,4 7,4   71 
24 24 proste 18,1  122,6 89,7 ± 0,3 11,4   79 
24 24 kapsulirane 19, 7  122,6 103,6 ± 3,9 13,1   92 
24 37 proste 20,1  122,6 90,6 ± 1,1 11,5   81 
24 37 kapsulirane 22,6  122,6 90,0 ± 0,6 11,4   81 
24 42 proste 46,5 ± 0,3 122,6 64,7 ± 0,2 8,2   66 
24 42 kapsulirane 49,79 ± 1,5 122,6 67,5 ± 0,9 8,6   69 
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Slika 20: Čas, ki je potreben, da kvasovke proizvedejo 50 % maksimalne koncentracije etanola. A: T = 24 
°C, B: T = 37 °C, C: T = 42 °C. Na vsakem grafu so označene maksimalne količine proizvedenega etanola 
pri posamezni koncentraciji glukoze v gojišču. 
Iz 20 slike lahko vidimo, da je bila pretvorba glukoze in nastanek etanola z višjo 
temperaturo počasnejša. Kapsulirane kvasovke so pri temperaturi 42 °C v gojišču z 8 % 
glukoze potrebovale 50 % več časa kot proste kvasovke, da so proizvedel 50 % končne 
koncentracije etanola. Pri koncentraciji 24 % glukoze v gojišču se je čas za proizvodnjo 
50 % končne koncentracije etanola pri kapsuliranih kvasovkah podvojil, v primerjavi z 
prostimi kvasovkami pri istih pogojih fermentacije. 
4.4 POTEK ALKOHOLNE FERMENTACIJE PRI UPORABI KVASOVK 
KAPSULIRANIH V RAZLIČNE POLISAHARIDNE NOSILCE 
Osmi in deveti teden poskusa smo za pripravo kroglic namesto alginata uporabili dva 
druga polisaharida, hitozan in pektin. Spremljali smo vpliv uporabe različnega 
polisaharida za pripravo kroglic in na potek alkoholne fermentacije. Uporabili smo 
gojišča z 8, 16 in 24 % glukoze. Fermentacije smo izvedli pri temperaturi 24 °C 
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4.4.1 Potek fermentacije z uporabo mikrokroglic narejenih iz hitozana v gojišču z 8 
% glukoze 
 
Slika 21: Potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze in mikrokroglicami iz hitozana pri 24 °C. Grafi 
predstavljajo A: porabo glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med 
alkoholno fermentacijo. Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). 
Statistično značilna razlika med krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Krivulja porabe glukoze pri kapsuliranih kvasovkah je bila statistično značilno drugačna 
(f2 > 43 < 50) od referenčne krivulje, ki je predstavlja porabo glukoze pri prostih 
kvasovkah. Kapsulirane kvasovke so glukozo porabljale počasneje kot proste. Proste 
kvasovke so večino glukoze porabile v prvih 24 urah fermentacije in v tem času 
proizvedle tudi največji delež etanola. Kapsulirane kvasovke so večino glukoze porabile 
v prvi 48 urah fermentacije in v tem času proizvedle največ etanola. V obeh gojiščih je 
ostalo med 1,9 in 2 g/L glukoze. Ostanek glukoze in nastala količina etanola se nista 
bistveno razlikovala glede na rezultate poskusov izvedenih pri istih pogojih s pomočjo 
mikrokroglic iz alginata.  
 
Spremenjena hitrost porabe glukoze in proizvodnje etanola ni vplivala na veliko razliko 
v količini nastalega etanola pri prostih ali kaspuliranih kvasovkah. Proste kvasovke so 
proizvedle 30,9 ± 0,1 g/L etanola, kaspulirane pa 31,0 ± 0,1g/L etanola. Boljši izkoristek 
so na koncu alkoholne fermentacije imele kapsulirane kvasovke. 
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4.4.2 Potek fermentacije z uporabo mikrokroglic narejenih iz hitozana v gojišču s 
16 % glukoze  
 
Slika 22: Potek fermentacije v gojišču s 16 % glukoze in mikrokroglicami iz hitozana pri 24 °C. Grafi 
predstavljajo A: porabo glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med 
alkoholno fermentacijo. Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in 
B).Statistično značilna razlika med krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Krivulji porabe glukoze pri kaspuliranih kvasovkah sta bili statistično značilno drugačni 
od porabe glukoze pri referenčni krivulji prostih kvasovk (f2 > 28 < 50). To kaže na to, 
da so kapsulirane kvasovke imele spremenjeno hitrost porabe glukoze in nastajanja 
etanola. V gojišču s prostimi kvasovkami je ostalo 18,0 g/L glukoze. V gojišču s 
kapsuliranimi kvasovkami pa 19,4 g/L. Kapsulirane kvasovke so počasneje porabljale 
glukozo in proizvajale etanol. Proste kvasovke so maksimalno količino etanola 
proizvedle v prvih 48 urah fermentacije. Kapsulirane so za to potrebovale 2 dni več in 
maksimalno količino etanola dosegle po 96 urah fermentacije. Po zaključku fermentacije 
so kapsulirane kvasovke proizvedle 66,3 ± 1,1 g/L etanola, proste kvasovke pa so 
proizvedle 64,8 ± 0,8 g/L etanola. Kapsulirane kvasovke so imele po končani fermentaciji 
boljši izkoristek alkoholne fermentacije kot proste kvasovke. 
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4.4.3 Potek fermentacije z uporabo mikrokroglic narejenih iz hitozana v gojišču s 
24 % glukoze 
 
Slika 23: Potek fermentacije v gojišču z 24 % glukoze in mikrokroglicami iz hitozana pri 24 °C. Grafi 
predstavljajo A: porabo glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med 
alkoholno fermentacijo. Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). 
Statistično značilna razlika med krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Krivulja rasti kvasovk v gojišču s kapsuliranimi kvasovkami je bila zelo izrazita. 
Opazna sta dva vrhova povečane rasti kvasovk, ki so uspele preiti kroglico. 
 
Krivulji porabe glukoze pri kaspuliranih kvasovkah sta bili statistično značilno drugačni 
od porabe glukoze glede na referenčno krivuljo prostih kvasovk (f2 > 30 < 50). 
Kapsulirane kvasovke so imele spremenjeno hitrost porabe glukoze in nastajanja etanola. 
V gojišču s prostimi kvasovkami je ostalo 20,4 g/L glukoze. V gojišču s kapsuliranimi 
kvasovkami pa 19,8 ± 0,2 g/L glukoze.  
 
Kapsulirane kvasovke so počasneje porabljale glukozo in proizvajale etanol. Proste 
kvasovke so maksimalno količino etanola proizvedle v prvih 72 urah fermentacije. 
Kapsulirane so največjo koncentracijo etanola dosegle po 96 urah fermentacije. Po 
zaključku alkoholne fermentacije so kapsulirane kvasovke proizvedle 87,0 ± 1,0 g/L 
etanola, proste kvasovke pa so proizvedle 91,2 ± 0,7 g/L etanola. Po končani fermentaciji 
so proste kvasovke imele boljši izkoristek kot kapsulirane kvasovke. 
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4.4.4 Potek fermentacije z uporabo mikrokroglic narejenih iz pektina v gojišču z 8 
% glukoze 
 
Slika 24: Potek fermentacije v gojišču z 8 % glukoze in mikrokroglicami iz pektina pri 24 °C. Grafi 
predstavljajo A: porabo glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med 
alkoholno fermentacijo. Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). 
Statistično značilna razlika med krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Krivulji porabe glukoze pri kasuliranih kvasovk sta bili statistično značilno drugačni kot 
krivulja prostih kvasovk (f2 > 40 < 50). Kapsulirane kvasovke so imele spremenjeno 
hitrost porabe glukoze. Proste kvasovke so večino glukoze porabile v prvih 24 urah 
fermentacije, kapsulirane kvasovke, pa so večino glukoze porabile po 48 urah 
fermentacije. V gojišču s prostimi kvasovkami je ostalo 1,8 g/L glukoze, v gojišču s 
kapsuliranimi pa 2,0 g/L glukoze. 
 
Kapsulirane kvasovke so počasneje porabljale glukozo in počasneje proizvajale etanol. 
Proste kvasovke so večino etanola proizvedle v prvih 24 urah fermentacije, medtem ko 
so kapsulirane kvasovke večino etanola proizvedle v prvih 72 urah. Kljub drugačni 
hitrosti porabe glukoze se količina proizvedenega etanola med kapsuliranimi in prostimi 
kvasovkami le malo razlikovala. Kapsulirane kvasovke so proizvedle 32,9 ± 0,4 g/L 
etanola, proste pa 32,4 g/L etanola. Kapsulirane kvasovke so v eni paralelki na koncu 
fermentacije imele boljši izkoristek kot proste kvasovke. 
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4.4.5 Potek fermentacije z uporabo mikrokroglic narejenih iz pektina v gojišču s 
16 % glukoze 
 
Slika 25: Potek fermentacije v gojišču s 16 % glukoze in mikrokroglicami iz pektina. Grafi predstavljajo 
A: porabo glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje vrednosti pH med alkoholno 
fermentacijo. Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh paralelkah (A in B). Statistično 
značilna razlika med krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je označena z *. 
Krivulji porabe glukoze pri kasuliranih kvasovk sta bili statistično značilno drugačni kot 
krivulja prostih kvasovk (f2 > 32 < 50). Spremenjena je bila hitrost porabe glukoze pri 
kapsuliranih kvasovkah. Proste kvasovke so večino glukoze porabile po 48 urah 
fermentacije, kapsulirane kvasovke pa po 72 urah. V gojišču s prostimi kvasovkami je 
ostalo 17,9 g/L glukoze, v gojišču s kapsuliranimi kvasovkami pa 19,5 g/L glukoze. 
 
Kapsulirane kvasovke so počasneje porabljale glukozo in počasneje proizvajale etanol. 
Krivulja proizvodnje etanola kapsuliranih kvasovk je v eni paralelki pokazala statistično 
značilno razliko od referenčne krivulje prostih kvasovk (f 2> 49 < 50). Razlika v končni 
koncentraciji etanola v gojišču s prostimi ali kaspuliranimi kvasovkami ni bila velika. 
Kapsulirane kvasovke so proizvedle 65,1 ± 1,1 g/L etanola, proste pa 64,8 ± 0,2 g/L 
etanola. Boljši izkoristek so na koncu fermentacije imele kapsulirane kvasovke. 
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4.4.6 Potek fermentacije z uporabo mikrokroglic narejenih iz pektina v gojišču s 
24 % glukoze 
 
Slika 26: Potek fermentacije v gojišču z 24 % glukoze in mikrokroglicami iz pektina. Grafi 
predstavljajo A: porabo glukoze, B: produkcijo etanola, C: rast kvasovk, D: spreminjanje 
vrednosti pH med alkoholno fermentacijo. Rezultati kapsuliranih kvasovk so predstavljeni v dveh 
paralelkah (A in B). Statistično značilna razlika med krivuljo prostih in kapsuliranih kvasovk je 
označena z *. 
Krivulji porabe glukoze pri kaspuliranih kvasovkah sta bili statistično značilno drugačni 
od referenčne krivulje prostih kvasovk (f2 > 24 < 50). Spremenjena je bila hitrost porabe 
glukoze. Kapsulirane kvasovke so glukozo porabljale počasneje kot proste. V gojišču s 
prostimi kvasovkami je ostalo 26,3 ± 0,1 g/L glukoze, v gojišču s kapsuliranimi 
kvasovkami pa 22,7 ± 0,6 g/L glukoze. 
 
Ena od paralelk pri kapsuliranih kvasovkah je pokazala statistično značilno drugačno 
krivuljo tudi pri proizvodnji etanola (f2 > 49 < 50). Kapsulirane kvasovke so počasneje 
proizvajale etanol kot proste kvasovke. Na koncu fermentacije so kapsulirane kvasovke 
proizvedle 89,6 ± 1,4 g/L etanola, proste pa 83,9 ± 0,1 g/L etanola. Boljši izkoristek so 
na koncu fermentacije imele kapsulirane kvasovke. 
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4.4.7 Zbrani rezultati alkoholne fermentacije pri temperaturi 24 °C in uporabi 
različnih polisaharidov 
Preglednica 16: Zbrani rezultati alkoholne fermentacije s prostimi in kapsuliranimi kvasovkami pri uporabi 
različnih polisaharidov za kapsuliranje. Pri izračunu dejanskega izkoristka (%) smo upoštevali ostanek 














izkoristek (%)  
8 / 1,9  40,9 31,5 ± 0,8 4,0   79  
8 alginat 2,0 ± 0,1 40,9 31,0 ± 0,5 3,9   78 
8 / 1,9  40,9 30,9 ± 0,1 3,9   77  
8 hitozan 2,0  40,9 31,0 ± 0,1 3,9   78  
8 / 1,8  40,9 32,4 ± 0,0 4,1   81  
8 pektin 2,0  40,9 32,9 ± 0,4 4,2   83  
16 / 22,2 ± 4,3 81,7 70,7 ± 2,0 9,0 100  
16 alginat 20,5 ± 1,2 81,7 81,8 ± 3,7 10,4 115  
16 / 18,0  81,7 64,8 ± 0,8 8,2   89  
16 hitozan 19,4  81,7 66,3 ± 1,1 8,4   92  
16 / 17,9  81,7 64,8 ± 0,2 8,2   89  
16 pektin 19,5  81,7 65,1 ± 1,0 8,2   91  
24 / 18,1  122,6 89,7 ± 0,3 11,4   79  
24 alginat 19,7  122,6 103,6 ± 3,9 13,1   92  
24 / 20,4  122,6 91,2 ± 0,7 11,6   81  
24 hitozan 19,8 ± 0,2 122,6 87,0 ±1,0 11,0   77  
24 / 26,3 ± 0,1 122,6 83,3 ± 0,1 10,6   75  
24 pektin 22,7 ± 0,6 122,6 89,6 ± 1,4 11,4   81  
 
Iz grafov na sliki 27 lahko opazimo, da so kvasovke kapsulirane v vse tri polisaharide 
materiale, pri koncentraciji 16 in 24 % glukoze v gojišču, potrebovale od 40 do 60 % več 
časa kot proste kvasovke, da so proizvedle 50 % končne vrednosti etanola v gojišču. 
Večja razlika v potrebnem času, se je glede na uporabljen polisaharidi material pokazala, 
pri koncentraciji 8 % glukoze v gojišču. Pri kvasovkah kapsuliranih v alginat je bila 
razlika v času potrebnem, da so kvasovke kapsulirane kvasovke proizvedle 50 % končne 
vrednosti v primerjavi s prostimi kvasovkami manjša kot pri kvasovkah kapsuliranih v 
hitozan in pektin. Kapsulirane kvasovke v hitozan in pektin so potrebovale enkrat več 
časa kot proste kvasovke za doseganje 50 % končne koncentracije etanola v gojišču, 
medtem ko so kvasovke kapsulirane v alginat potrebovale 40 % več časa. Ta rezultat je 
skladen z rezultati statističnega testa primerjave podobnosti dveh krivulj. Kvasovke 
kapsulirane v alginat so namreč pri 8 % glukoze niso porabljale statistično značilno 
drugače kot proste kvasovke. Kvasovke kapsulirane v hitozan in pektin pa so že pri 
koncentraciji 8 % glukoze imele statistično značilno drugačno hitrost porabe glukoze in 
s tem tudi upočasnjeno proizvajanje etanola. 
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Slika 27: Čas, ki je potreben, da kvasovke proizvedejo 50 % maksimalne koncentracije etanola. A: 
mikrokroglice iz alginata, B: mikrokroglice iz hitozana, C: mikrokroglice iz pektina, D: primerjava vseh 
treh mikrokroglic pri temperaturi 24 °C. Pri vsakem grafu so označene maksimalne količine proizvedenega 
etanola v posameznem gojišču.  
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Razlogi za spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo so nastajanje CO2, ki 
se v gojišču raztaplja kot ogljikova (IV) kislina, nastajanje drugih organskih kislin in 
porabljanje spojin, ki v gojišču delujejo kot pufri. To so predvsem bazične aminokisline 
in fosfati. Končna vrednost pH, ki jo dosežejo kvasovke v gojišču je tako odvisna od 
puferske kapacitete gojišča, začetne vrednosti pH in rasti kvasovk (Gibson in sod., 2007). 
Pri vseh poskusih alkoholne fermentacije smo opazili ponavljajoč trend v spreminjanju 
vrednosti pH. Pri prostih kvasovkah je vrednost pH padala prvih 24 ur fermentacije ne 
glede na količino glukoze v gojišču. Pri kapsuliranih kvasovkah je v gojišču z 8 % 
glukoze vrednost pH prav tako padala prvih 24 ur. V gojiščih z 12, 16, 20 in 24 % glukoze 
pa je pri fermentaciji s kapsuliranimi kvasovkami vrednost pH padala prvih 48 ur. Po tem 
času je vrednost pH v vseh gojiščih ostala konstantna in se je le malo spreminjala. Tudi 
pri uporabi različnih temperatur in uporabi različnih polisaharidov za kapsulacijo je bil 
trend spreminjanja vrednosti pH med alkoholno fermentacijo enak. 
5.1 KAPSULACIJA IN NARAŠČAJOČA KONCENTRACIJA ETANOLA V 
GOJIŠČU  
5.1.1 Vpliv naraščajoče koncentracije etanola na rast prostih in kapsuliranih 
kvasovk 
Med fermentacijo so posamezne kvasovke uspele preiti membrano alginatne 
mikrokroglice in fermentacijo nadaljevale v prosti obliki. Alginatne mikrokroglice so 
porozne. Zaradi strukture in načina povezovanja M in G enot, v alginatnem gelu nastanejo 
pore. Te so dovolj velike, da lahko čez njih preidejo brsti ali odrasle kvasne celice (Duarte 
in sod., 2013). Sproščene kvasovke iz mikrokroglic so dosegle najvišje število celic na 
mL pri koncentraciji 24 % glukoze (t.j. 1,9 × 107 celic/mL). Glede na pridobljene podatke 
o rasti sproščenih kvasovk iz alginatnih mikrokroglic sklepamo, da je bilo okolje, v 
katerem so se znašle kvasovke po tem, ko so prešle membrano mikrokroglice ugodno za 
njihovo rast. Temperatura 24 °C in nizka vsebnost etanola v začetnih urah fermentacije 
jim nista predstavljali prevelikega stresnega dejavnika, zato so v gojišču uspešno rasle. 
Krivulja rasti sproščenih kvasovk je proti koncu fermentacije upadla, prav tko kot krivulja 
rasti prostih kvasovk v kontrolnem poskusu. Koncentracija etanola je bila v zadnjih dneh 
fermentacije visoka, še posebno v gojišču z 24 % glukoze (t. j. 13,1 vol. %). Zmanjšana 
rast prostih in kapsuliranih kvasovk je bila posledica toksičnosti etanola. Visoka 
koncentracija etanola in karbonatnih ionov v gojišču vodijo v postopno slabšanje živosti 
in metabolne aktivnosti kvasovk (Saini in sod., 2018). Drugi razlog za upad rasti prostih 
in sproščenih kvasovk iz mikrokroglice je posledica pomankanja hranil v gojišču proti 
koncu fermentacije. Pomankanje ključnih hranil, med njimi dušikovih spojin in 
sladkorjev vodi v zmanjšano rast kvasovk in njihovo odmiranje (Gibson in sod., 2007). 
Glede na naše rezultate lahko zaključimo, da je bila v vseh gojiščih enaka koncentracija 
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dušika (vsa gojišča so imela enako vsebnost kvasnega ekstrakta in peptona) zadostna za 
produkcijo etanola. Iz rezultatov nismo opazili, da bi kvasovke prenehale porabljati 
glukozo še pred mejo inhibicije etanola (vsebnost etanola nad 4 vol. %). 
5.1.2 Vpliv naraščajoče koncentracije etanola na metabolizem prostih in 
kapsuliranih kvasovk  
Kapsulirane kvasovke so v večini poskusov porabile manj glukoze kot proste kvasovke 
za isto ali celo večjo doseženo koncentracijo etanola. Alginat zagotavlja dobro poroznost 
in omogoča difuzijo hranil iz zunanjega fermentacijskega okolja v notranje okolje v 
mikrokroglici. Kljub temu še vedno predstavlja fizično bariero pred zunanjim okoljem v 
katerem so dostopna hranila, zato je difuzija glukoze čez mikrokroglico lahko 
upočasnjena (Shopska in sod., 2019). V gojišču z 8 % glukoze je pri kapsuliranih in 
prostih kvasovkah ostalo najmanj glukoze (1,9 do 2,0 ± 0,1 g/L). V gojiščih z 12, 16, 20 
in 24 % glukoze je ostalo več neporabljene glukoze (17,9 do 22,2 ± 4,3 g/L). Razloge za 
višje ostanke glukoze v gojiščih z višjo koncentracijo glukoze lahko poiščemo v količini 
nastalega etanola. Koncentracija etanola je z naraščanjem glukoze v gojišču naraščala. 
Etanol predstavlja enega od ključnih stresnih dejavnikov, ki vplivajo na metabolno 
aktivnost kvasovk. Med prilagoditvami kvasovk na stresne razmere je tudi upočasnjena 
poraba glukoze in s tem upočasnjen metabolizem, ki se v našem poskusu kaže kot višji 
ostanek glukoze v gojišču (Saini in sod., 2018). 
Z uporabo statističnega testa primerjave dveh krivulj smo ugotovili, da je kapsulacija 
kvasovk v alginat vplivala na hitrost alkoholne fermentacije. Hitrost porabe glukoze in 
nastajanja etanola je bila pri kapsuliranih kvasovkah najbolj podobna poteku fermentacije 
prostih kvasovk v gojišču z 8 % glukoze. Časovno je fermentacija pri prostih in 
kaspuliranih kvasovkah potekala usklajeno, razlike v končni koncentraciji preostale 
glukoze in nastalega etanola so bile majhne. Rezultate lahko primerjamo z rezultati 
raziskave, ki so jo izvedli Almonacid in sod. (2012). Kvasovke so pripravili s pomočjo 
kapljanja mešanice 4 % alginta in kulture v razmerju 1:1, v raztopino CaCl2. Za 
fermentacijsko gojišče so uporabili pivino s 13 in 19 ºP ekstrakta (= 13-19 g ekstrakta na 
100 mL pivine). Ekstrakt vsebuje večinoma sladkorje iz slada, nekaj pa je tudi drugih 
topnih snovi prisotnih v pivini. Za vsako 1 °P je pričakovana vrednost etanola 0,4 vol. % 
(Philliskirk, 2021). Tudi v njihovi raziskavi se je izkazalo, da nizka koncentracija 
sladkorjev v pivini ni vplivala na hitrost alkoholne fermentacije s kapsuliranimi 
kvasovkami. Prav tako ni bilo statistično značilnih razlik v količini nastalega etanola, 
končni vrednosti pH piva in ostanku sladkorjev. To smo ugotovili tudi v našem poskusu. 
Nastala končna koncentracija etanola je bila zelo podobna pri prostih in kaspuliranih 
kvasovkah.  
V gojiščih s koncentracijo glukoze višje od 12 % so kapsulirane kvasovke statistično 
značilno drugače porabljale glukozo od prostih. Podobne ugotovitve so pri primerjavi 
kapsuliranih in prostih kvasovk med fermentacijo pivine ugotovili tudi Benucci in sod. 
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(2020). Za kapsulacijo so uporabili kapsulator Büchi 395-Pro in mešanico 1,5 % alginata 
in kulture potiskali čez šobo s premerom 80 µm. Pripravljene alginatne mikrokroglice so 
dodatno zaščitili s prevleko hitozana. Kapsulirane kvasovke so v primerjavi s prostimi 
glukozo porabljale počasneje, hitrost porabe pri kapsuliranih kvasovkah je pa bila 
počasnejša skoraj za polovico.  
Spremenjena poraba glukoze pri visokih koncentracijah sladkorjev v gojišču je lahko tudi 
posledica substratne inhibicije. Pri visokih koncentracijah sladkorjev v fermentacijskem 
okolju potrebujejo kvasovke dalj časa, da se na okolje prilagodijo. Zelo visoke 
koncentracije jim predstavljajo osmotski stres. Gurazi in sod. (2017) so ugotovili, da 
kapsulacija pozitivno vpliva na toleranco kvasovk na višje koncentracije sladkorja v 
gojišču. Za kapsulacijo so uporabili kulturo kvasovk S. cerevisiae in 6 % alginat. Kroglice 
so naredili s pomočjo kapljanja mešanice alginata in kulture v raztopino CaCl2. Za 
fermentacijo so uporabili gojišča z 12, 16 in 20 °Bx (= 125, 170 in 216 g/L) substrata. 
Kljub temu so ugotovili, da so kapsulirane kvasovke pri koncentraciji glukoze 20 °Bx 
fermentacijo začele kasneje in jo zaključile pri višjem ostanku glukoze. V naših poskusih 
smo ugotovili, da so kapsulirane kvasovke fermentacijo začele kasneje v gojiščih s 
koncentracijo glukoze višje od 20 %.  
Kapsulacija kvasovk v alginat se je izkazala kot učinkovita zaščita pred visokimi 
koncentracijami etanola v gojišču. Kapsulirane kvasovke so pri vseh koncentracijah 
dosegle višji vol. % etanola (za 0,1 - 1,7 vol. %) in imele enak ali boljši izkoristek 
alkoholne fermentacije (za 4 - 15 %). Najnižji izkoristek so imele kapsulirane kvasovke 
v gojišču z 8 % (t.j. 78 %), najvišji izkoristek pa v gojišču s 16 % glukoze (t.j. 115 % ). 
Na slabši izkoristek kapsuliranih kvasovk v gojišču z 8 % je vplivalo pomankanje hranil. 
Kvasovke v gojišču z 8 % glukoze so hitro porabile hranila v gojišču in zaključile 
alkoholno fermentacijo. Kvasovke se ob pomankanju hranil težje prilagodijo stresnim 
dejavnikom in fermentacijo zaključijo hitreje. Kompleksna sestava gojišča in dostopnost 
vseh potrebnih hranil je ključna za dobro metabolno aktivnost kvasovk med fermentacijo 
(Gurazi in sod., 2016). Pri vrednostih 20 in 24 % glukoze v YPD gojišču se je izkoristek 
alkoholne fermentacije v primerjavi z gojiščem s 16 % etanola zmanjšal. Slabši izkoristek 
alkoholne fermentacije pri visoki koncentraciji glukoze je lahko posledica toksičnosti 
etanola, ki lahko nastane zaradi višje vsebnosti glukoze v gojišču. Visoka koncentracija 
etanola v gojišču namreč vpliva na strukturo membrane kvasne celice, njeno fluidnost in 
vodi v upočasnjen metabolizem ter s tem slabše izkoristke alkoholne fermentacije (Saini 
in sod., 2018). 
Glede na naše rezultate, pridobljene s poskusi spreminjanja koncentracije glukoze v 
gojišču lahko rečemo, da so kvasovke v kroglici uspešno rasle in delovale. Kapsulacija je 
pripomogla, da so bile kvasovke uspešno zaščitene pred dvema stresnima dejavnikoma, 
visoko koncentracijo glukoze in visoko koncentracijo etanola, kar se kaže v izboljšanem 
izkoristku alkoholne fermentacije in končni koncentraciji proizvedenega etanola.  
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5.2 KAPSULACIJA IN UPORABA RAZLIČNIH TEMPERATUR FERMENTACIJE 
5.2.1 Vpliv naraščajoče temperature na rast prostih in kapsuliranih kvasovk  
Pri temperaturi 37 °C in 42 °C je bila rast prostih kvasovk, ki so uspele preiti 
mikrokroglico manjša kot pri temperaturi 24 °C. Razlike v rasti sproščenih kvasovk pri 
višjih temperaturah smo opazili že pri najnižji koncentraciji glukoze v gojišču. Najslabša 
rast kvasovk, ki so prešle mikrokroglico je bila pri temperaturi 42 °C in koncentraciji 24 
% glukoze v gojišču. Slabša rast prostih kvasovk je bila posledica visoke vsebnosti 
etanola v gojišču in visoke temperature fermentacije. Občutljivost kvasovk na povišano 
koncentracijo etanola v gojišču ter posledično njihova živost in metabolna aktivnost se 
spreminjajo z naraščajočo temperaturo. Pri temperaturi višji od 30 °C so kvasovke bolj 
občutljive na visoke koncentracije etanola v gojišču kot pri nižjih temperaturah (Stewart, 
2014). 
5.2.2 Vpliv naraščajoče temperature na metabolizem prostih in kapsuliranih 
kvasovk 
Povišana temperatura fermentacije je vplivala na ostanek glukoze v gojišču prostih in 
kapsuliranih kvasovk. Z naraščajočo koncentracijo glukoze v gojišču in naraščajočo 
temperaturo fermentacije se je ostanek glukoze po končani fermentaciji v gojišču 
povečeval. Pri temperaturi 42 °C je v gojišču s 24 % glukoze ostalo 2–krat več glukoze 
kot pri fermentaciji pri 24 °C, tako pri prostih kot kapsuliranih kvasovkah (t.j. 46,5 – 49,8 
g/L pri T 42 °C in 18,1 – 19,7 g/L pri 24 °C). Rezultat je posledica sinergističnega 
delovanja visoke koncentracije etanola in visoke temperature na metabolizem kvasovk. 
Oba dejavnika skupaj kvasovkam predstavljata večji stresni dejavnik. Posledica 
delovanja obeh dejavnikov je zmanjšana rast, upočasnjen metabolizem in posledično 
večji ostanek glukoze v gojišču (Stewart, 2014).  
Več glukoze je tudi pri visoki temperaturi ostalo v gojiščih s kapsuliranimi kvasovkami. 
Razlog za to je verjetno slabša difuzija hranil v mikrokroglico (Shopska in sod., 2019). 
Slabše prehajanje hranil v osrednji del mikrokroglice lahko na drugi strani predstavlja 
prednost in izboljša termotoleranstnost kapsuliranih kvasovk. Kvasovke v sredini 
mikrokroglice imajo slabši dostop do hranil, kar jim predstavlja stres. Zato začnejo tvoriti 
proteine toplotnega šoka, spremenijo delovanje encimov in začnejo kopičiti zaščitni 
sladkor trehalozo. V nadaljevanju fermentacije in izpostavljenosti visokim temperaturam 
jim te molekule pomagajo preživeti strastne razmere. Ker imajo nakopičenih več zaščitnih 
molekul kot proste kvasovke, se jim izboljša tolerantnost na visoko temperaturo 
(Westman in sod., 2012b). Ker teh mehanizmov v nalogi nismo preučevali, sicer ne 
moremo zaključiti ali so ti efekti izraženi tudi na nivoju mikrokapsuliranja, kjer je velikost 
mikrokroglic znatno manjša. 
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V gojiščih s 16 in 24 % glukoze so z naraščajočo temperaturo proste in kapsulirane 
kvasovke proizvedle nižjo koncentracijo etanola kot pri nižjih temperaturah. Tako so v 
gojišču s 16 % glukoze kapsulirane kvasovke pri 42 °C proizvedle 23,1 g/L manj etanola 
kot pri 24 °C. V gojišču s 24 % glukoze, pa so pri 42 °C kapsulirane kvasovke proizvedle 
36,1 g/L etanola manj kot pri 24 °C. 
Povišana temperatura fermentacije je vplivala na spremenjeno hitrost alkoholne 
fermentacije pri kapsuliranih kvasovkah. V gojišču s 16 % glukoze je bila pri temperaturi 
37 in 42 °C poraba glukoze statistično značilno drugačna kot pri prostih kvasovkah. Pri 
koncentraciji 24 % sta bili statistično značilno drugačni tako poraba glukoze kot nastanek 
etanola. 
Kapsulacija se je izkazala kot učinkovita zaščita pred naraščajočo temperaturo 
fermentacije pri nekaterih kombinacijah povišane temperature in koncentracije glukoze v 
gojišču. Kapsulirane kvasovke so pri temperaturi 37 °C proizvedle večjo ali enako 
koncentracijo etanola kot proste kvasovke in imele boljši ali enak izkoristek alkoholne 
fermentacije v gojišču z 8 in 24 % glukoze. V gojišču s 16 % glukoze so pri temperaturi 
37 in 42 °C kapsulirane kvasovke proizvedle manjšo koncentracijo etanola. Imele so 
slabši izkoristek kot proste kvasovke. Pozitiven učinek kapsulacije je bil najbolj očiten 
pri koncentraciji 24 %, kjer je alginatna mikrokroglica kvasovkam nudila dobro zaščito 
pred visoko temperaturo, pri temperaturi 37 in 42 °C. Naše rezultate lahko primerjamo z 
rezultati, ki so jih v svoji raziskavi dobili Ylitervo in sod. (2011). Spremljali so vpliv 
naraščajoče temperature fermentacije na potek alkoholne fermentacije, vodene s pomočjo 
prostih in kapsuliranih kvasovk. Kroglice so pripravili na reverzen način, tako da so 
mešanico kvasovk in utrjevalne raztopine CaCl2 kapljali v raztopino alginata. Dodatno so 
narejene kroglice po utrjevanju prekrili še s hitozanom. Uporabili so temperature med 42 
in 50 °C. Ugotovili so, da so kvasovke kapsulirane v alginat in hitozan uspešneje 
proizvajale etanol pri višjih temperaturah kot proste kvasovke. Podobno so Gulli in sod. 
(2019) ugotovili, da so kapsulirane kvasovke bolje preživele izpostavljenost temperaturi 
50 °C in ohranile boljšo živost kot proste kvasovke. Za alkoholno fermentacijo so kroglice 
pripravili s kapljanjem mešanice 4 % alginata in kulture v utrjevalno raztopino s pomočjo 
inekcijske brizge. Dodatno so jih prekrili s hitozanom. Fermentacijo so spremljali v YPD 
gojišču s 15 % glukoze. Živost prostih kvasovk, ki so bile v eksponentni fazi rasti je hitro 
upadla s podaljševanjem časa zadrževanja pri povišani temperaturi. Na izpostavljenost 
visokim temperaturam za daljši čas so občutljivost izkazale tudi kapsulirane kvasovke. 
Te so sicer v eksponentni fazi odmirale počasneje kot proste kvasovke. Vzrok za to je bila 
lahko hitrost in faza rasti v kateri so se ob določenem času nahajale kvasovke (Gulli in 
sod., 2019). Hitro rastoče kvasne celice so namreč bolj občutljive na povišano 
temperaturo in pomankanje hranil. Kvasovke znotraj mikrokroglice zaradi pomankanja 
prostora rastejo tesneje druga ob drugi. Hitrost njihove rasti je zaradi tega upočasnjena. 
Njihova termotolerantnost pa je zaradi upočasnjene rasti povečana (Ylitervo in sod., 
2011). 
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Kapsulacija ni predstavljala dovolj učinkovite zaščite, da bi lahko kapsulirane kvasovke, 
pri temperaturi 37 °C in 42 °C, dosegle enako ali višjo koncentracijo etanola, kot pri 
temperaturi 24 °C. Pri vseh poskusih, pri višji temperaturi, so kapsulirane kvasovke 
dosegle nižjo koncentracijo etanola v gojišču, kot pri temperaturi 24 °C. Nižjo 
koncentracijo so kapsulirane kvasovke dosegle tudi v primerjavi s prostimi kvasovkami 
pri temperaturi 24 °C. V svoji raziskavi so Ylitervo in sod. 2011 ugotovili, da 
mikrokroglica predstavlja dobro zaščito kvasovk pred visoko temperaturo. Vseeno so po 
določenem času tudi pri kapsuliranih kvasovkah opazili upad sposobnost fermentacije. 
To kaže na to, da so zaradi naraščajoče temperature tudi kapsulirane kvasovke podvržene 
toplotnemu stresu. Visoka temperatura fermentacije vodi v zmanjšano aktivnost prostih 
in kapsuliranih kvasovk. Posledica zmanjšane metabolne aktivnosti so nižje koncentracije 
etanola v gojišču in slabši izkoristek alkoholne fermentacije (Ylitervo in sod., 2011). 
5.3 KAPSULACIJA IN UPORABA RAZLIČNIH POLISAHARIDOV ZA 
PRIPRAVO MIKROKROGLIC  
V literaturi najdemo malo študij, ki bi za potek alkoholne fermentacije uporabile 
mikrokroglice narejene iz hitozana in pektina, kot samostojna polisaharida. Pri kapsulaciji 
z alginatom se pogosto uporablja prekrivanje pripravljenih kroglic s hitozanom. S tem se 
izboljša njihovo mehansko stabilnost, poveča živost kapsuliranih mikroorganizmov in 
zmanjša uhajanje mikroorganizmov iz mikrokroglice (Rathore in sod., 2013). Prav tako 
se uporablja za izboljšanje mehanskih lastnosti alginatnih mikrokroglic dodatek pektina. 
Zaradi povezovanja galakturonske kisline in G enot alginata nastanejo trdnejši in bolj 
stabilni geli, ki nudijo boljšo zaščito kapsuliranim mikroorganizmom v mikrokroglici 
(Alborzi, 2012). Pri tem je pomemben delež dodanega pektina. Previsok delež pektina 
vpliva na zmanjšano stabilnost in popačeno obliko pripravljenih mikrokroglic (Bekhit in 
sod., 2016). 
5.3.1 Vpliv uporabe različnih polisaharidov za kapsulacijo na rast prostih in 
kapsuliranih kvasovk 
V vseh gojiščih, kjer smo uporabili kvasovke kapsulirane v hitozan in pektin smo opazili 
izrazito rastno krivuljo kvasovk, ki so prešle membrano mikrokroglice. Pri poskusu 
fermentacije z mikrokroglicami narejenimi z alginatom je bila rastna krivulja sicer 
opazna, vendar je bila koncentracija celic na mL nižja. 
 
Pri uporabi mikrokroglic narejenih s pomočjo hitozana je bila vrednost OD650 nm v 
gojišču že ob inokulaciji visoka, prav tako je bilo gojišče že na pogled motno. Iz 
mikroskopskega preparata smo opazili, da je bilo število kvasovk, ki so uspele preiti 
membrano mikrokroglice večje kot pri alginatnih mikrokroglicah. Več kvasovk smo 
zunaj mikrokroglic opazil tako pred začetkom alkoholne fermentacije kot po njenem 
zaključku. Iz tega lahko sklepamo, da je bila učinkovitost kapsulacije kvasovk v hitozan 
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slabša kot pri kapsulaciji z alginatom. Ne glede na koncentracijo glukoze v gojišču smo 
opazili, da je krivulja najvišjo vrednost dosegla dan za tem, ko je maksimalno rast dosegla 
prosta kultura. To kaže na to, da so imele kvasovke kapsulirane v hitozan daljšo lag fazo. 
Gomez–Rivas in sod. (2004) so v svoji raziskavi preučevali vpliv dodatka hitozana v 
gojišče in njegovega protimikrobnega delovanja na kvasovke S. cerevisiae. V gojišče so 
dodali hitozan v prahu, različnih koncentracij. Ob prisotnosti hitozana v gojišču so 
kvasovke imele počasnejšo rast, na račun daljše lag faze. Liang in sod. (2019) so 
raziskovali vpliv premreženja hitozana in tvorbo gela na njegovo protimikrobno 
delovanje. Uporabili so koncentracijo 2 % hitozana in ga premrežili z 4 % TPP. Ugotovili 
so, da je bil protimikroben učinek na kvasovke S. cerevisiae zmanjšan, v primerjavi z 
nepremreženim hitozanom. 
 
Pri uporabi mikrokroglic iz pektina motnosti ob inokulaciji mikrokroglic v gojišče nismo 
opazili. Kljub temu smo z merjenjem vrednosti OD v prihodnjih dneh fermentacije 
izmerili višje vrednosti absorbance, kot pri istih pogojih pri vzorcih z alginatnimi 
mikrokroglicami. Na mikroskopskem preparatu smo pred začetkom in po koncu 
fermentacije opazili večje število kvasnih celic, ki so prešle membrano mikrokroglice. Iz 
tega lahko sklepamo, da je bila učinkovitost kapsulacije slabša kot pri alginatu. 
 
5.3.2 Vpliv uporabe različnih polisaharidov za kapsulacijo na metabolizem 
kapsuliranih kvasovk 
Kljub uporabi različnih polisaharidov za pripravo mikrokroglic se količina preostale 
glukoze v gojiščih ni močno spreminjala. V večini poskusov je pri kapsuliranih 
kvasovkah v gojišču ostalo več glukoze, kot v gojiščih s prostimi kvasovkami. Alginat, 
hitozan in pektin, predstavljajo fizično bariero med zunanjim okoljem in notranjim 
okoljem mikrokroglice. Slabši prenos hranil povzroči počasnejšo rast kapsuliranih 
kvasovk in upočasnjeno porabo glukoze (Benucci in sod., 2020).  
Kvasovke, kapsulirane v hitozan in pektin, so statistično značilno drugače porabljale 
glukozo pri vseh koncentracijah glukoze v gojišču. Kvasovke kapsulirane v alginat so 
imele statistično značilno drugačno hitrost porabljanja glukoze le pri koncentraciji 24 % 
glukoze v gojišču. Etanol so kvasovke kapsulirane v hitozan in pektin statistično značilno 
drugače proizvajale pri koncentracijah 16 % in 24 % glukoze. Kvasovke kapsulirane v 
alginatu pa le v gojišču s 24 %. Kvasovke, ki se nahajajo bližje površini kroglice prve 
porabijo hranila, kvasovke v notranjosti, pa lahko posledično prejmejo manj hranil. To 
vodi v spremenjeno fiziologijo kvasovk v notranjosti. Kvasovke v mikrokroglicah rastejo 
počasneje, kar lahko vpliva na spremenjeno porabo glukoze in tvorbo etanola (Westman 
in sod., 2012b). 
Kvasovke v mikrokroglicah narejenih s pomočjo hitozana so imele v gojiščih z 8 in 16 % 
boljši izkoristek alkoholne fermentacije kot proste kvasovke (t.j. za 1-3 %). V gojišču s 
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24 % so imele za 4 % slabši izkoristek kot proste kvasovke in proizvedle so za 0,6 vol. % 
manj etanola. Duarte in sod. (2013) so izvedli poskus z alginatnimi kapsulami 
prevlečenimi s hitozanom pri visoki koncentraciji glukoze v gojišču. Za pripravo kroglic 
so uporabili 3 % raztopino alginata in mešanico kulture in alginata nakapljali v utrjevalno 
raztopino z 10 mL inekcijsko brizgo. Pripravljene kroglice so dodatno prevlekli s 0,25 % 
hitozana. Ugotovili so, da so kaspulirane kvasovke imele slabši izkoristek alkoholne 
fermentacije kot proste kvasovke. Razlog za slabši izkoristek bi lahko bil ta, da celice v 
notranjosti mikrokroglice zaradi slabše difuzije čez mikrokroglico pripravljeno iz 
hitozana, niso dobile dovolj hranil za uspešno rast. Slabši izkoristek alkoholne 
fermentacije bi lahko bil tudi zaradi inhibicija rasti zaradi oteženega izločanja 
proizvedenega etanola v okolje. Ta zaradi slabše prehodnosti kroglice prav tako težje 
zapušča mikrokroglico (Duarte in sod., 2013). 
Mikrokroglice narejene s pomočjo pektina so imele pri vseh koncentracijah glukoze boljši 
izkoristek alkoholne fermentacije kot proste kvasovke (t.j. za 2-6 %). Kapsulirane 
kvasovke so proizvedle za 0,1-0,8 vol. % več etanola kot proste kvasovke. Del 
kapsuliranih kvasovk je uspešno prešel membrano mikrokroglice in nadaljeval 
fermentacijo v zunanjem okolju. Te kvasovke so kapsuliranim predstavljale konkurenco 
pri porabi hranil, delovati so morale v okolju z več etanola (Gulli in sod., 2019). Zato je 
lahko učinkovitost kapsulacije vplivala na končni izkoristek alkoholne fermentacije v 
primerjavi z izkoristkom pri alginatnih mikrokroglicah. 
Če primerjamo vse tri polisaharide uporabljene za kapsulacijo in doseženo koncentracijo 
etanola v gojiščih, lahko ugotovimo, da so kvasovke, ki smo jih kaspulirali v alginat 
dosegle največje koncentracije etanola (t. j. 13,1 vol. % v gojišču s 24 % glukoze). Pri 
višjih koncentracijah glukoze v gojišču so bile razlike v izkoristku alkoholne fermentacije 
in največji doseženi koncentraciji etanola glede na uporabljen polisaharidni material 
večje. Kvasovke kapsulirane v hitozan so pri koncentraciji glukoze 16 in 24 % proizvedle 
15,5-16,6 g/L manj etanola, kot kvasovke kaspulrane v alginat. Slabši je bil tudi izkoristek 
alkoholne fermentacije za 15-23 %. Kvasovke kapsulirane v pektin so pri koncentracijah 
glukoze 16 in 24 % proizvedle 14-16,7 g/L manj etanola, kot kvasovke kapsulirane v 
alginat. Slabši je bil tudi izkoristek alkoholne fermentacije za 11-24 %. Najnižji izkoristek 
alkoholne fermentacije in najnižjo količino etanola so imele v večini mikrokroglice 
pripravljene s hitozanom, vendar so bile razlike s pektinom majhne.  
Hitozan in pektin se nista izkazala za najbolj ustrezna materiala za kapsulacijo. 
Omogočila sta boljšo zaščito in s tem izboljšan izkoristek alkoholne fermentacije ter višjo 
proizvedeno količino etanola, v primerjavi s prostimi kvasovkami. Kljub temu, pa sta 
vplivala na spremenjeno hitrost porabe glukoze in nastajanja etanola že pri nizkih 
koncentracijah glukoze v gojišču in omogočila slabše izkoristke in končne proizvedene 
količine etanola v primerjavi z alginatom. 
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Hipoteza 1: Kapsulacija kvasovk v polisaharidne materiale poveča hitrost fermentacije 
ter omogoča hitrejšo ločbo mikrobne mase med fermentacijo. 
Hipotezo 1 lahko delno potrdimo. Kapsulacija je vplivala na spremenjeno dinamiko 
alkoholne fermentacije. Kapsulirane kvasovke v alginat so pri višjih koncentracijah 
glukoze v gojišču počasneje porabljale glukozo in proizvajale etanol. S kapsulacijo je bila 
omogočena hitrejša ločba mikrobne mase. Po nekaj dneh fermentacije so se kapsulirane 
kvasovke posedle na dno, zato bi jih iz gojišča enostavno odstranili.  
 
Hipoteza 2: S kapsulacijo kvasovk v polisaharidne nosilne materiale je mogoče izboljšati 
odpornost kvasovk na višje koncentracije etanola v fermentacijskem gojišču.  
 
Hipotezo 2 lahko potrdimo. Kvasovke kapsulirane kvasovke v alginat so proizvedle 
enako ali višjo koncentracijo etanola in imele enak ali boljši izkoristek po zaključku 
alkoholne fermentacije kot proste kvasovke.  
 
Hipoteza 3: S kapsulacijo kvasovk v polisaharidne materiale je mogoče fermentacijo 
izvajati pri višji temperaturi in s tem izboljšati ekonomičnost procesa pridobivanja 
etanola. 
 
Hipotezo 3 lahko delno potrdimo. Mikrokroglica iz alginata je le pri nekaterih 
kombinacijah koncentracije glukoze v gojišču in povišane temperature uspešno zaščitila 
kapsulirane kvasovke, da so proizvedle večjo količino etanola in imele enak ali boljši 
izkoristek alkoholne fermentacije kot proste kvasovke. Kapsulirane kvasovke so pri 
povišani temperaturi 37 in 42 °C imele slabše izkoristke alkoholne fermentacije in 
proizvedle nižjo koncentracijo etanola kot proste in kapsulirane kvasovke pri temperaturi 
24 °C.  
 
Hipoteza 4: Uporaba različnih polisaharidov za kapsulacijo kvasovk S. cerevisiae vpliva 
na hitrost fermentacijskega procesa in odpornost kvasovk na stresne dejavnike, ki jih 
povzroča spreminjajoče okolje med fermentacijo. 
 
Hipotezo 4 lahko delno potrdimo. Uporaba različnih polisaharidov za kapsulacijo je 
vplivala na hitrost alkoholne fermentacije. Kapsulirane kvasovke v alginat, še posebno pa 
v hitozan in pektin so statistično značilno drugače porabljale glukozo in proizvajale 
etanol. Kapsulirane kvasovke so pri vseh uporabljenih polisaharidih imele boljše 
izkoristke alkoholne fermentacije in proizvedle višje koncentracije etanola v primerjavi s 
prostimi. Najvišje izkoristke in proizvedene koncentracije etanola so imele kvasovke 
kapsulirane v alginat. 
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Alkoholna fermentacija je biotehnološki proces, pri katerem kvasovke S. cerevisiae 
glukozo pretvarjajo v etanol. Visoka temperatura, visoka koncentracija substrata in 
produkta vplivajo na živost in metabolno aktivnost kvasovk med fermentacijo. 
Mikrokapsulacija je tehnika pri kateri mikroorganizme kapsuliramo v polimerne nosilce, 
z namenom zaščite pred stresnimi dejavniki in izboljšanja izkoristka alkoholne 
feremntacije. Najpogosteje se za kapsulacijo uporablja alginat. Raziskovalci za 
kapsulacijo poskušajo uporabiti tudi druge polisaharidne materiale in pri tem izkoristiti 
njihove specifične lastnosti. Tako se za kapsulacijo uporablja tudi hitozan in pektin.  
Za pripravo mikrokroglic smo uporabljali laboratorijski kapsulator BÜCHI 395-Pro. 
Kulturo kvasovk S. cerevisiae smo pridobili iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov 
Biotehniške fakultete. V prvih 5 tednih poskusa smo spremljali vpliv naraščajoče 
koncentracije etanola na potek alkoholne fermentacije s kvasovkami kapsuliranimi v 
alginat. Uporabili smo gojišča z 8, 12, 16, 20 in 24 % glukoze. Fermentacijo smo izvajali 
pri temperaturi 24 °C. Kapsulirane kvasovke so proizvedle višjo koncentracijo etanola in 
dosegle boljši izkoristek alkoholne fermentacije kot proste kvasovke. Mikrokroglica je 
predstavljala dobro zaščito za kvasovke pred visoko koncentracijo etanola in glukoze v 
gojišču. 
V drugem delu poskusa smo spremljali potek alkoholne fermentacije s kapsuliranimi 
kvasovkami pri povišani temperaturi fermentacije, to je pri 37 in 42 °C. Ugotovili smo, 
da je alginatna mikrokroglica pri, 8 % glukoze in 37 °C, in pri, 24 % glukoze in 37 in 42 
°C, nudila ustrezno zaščito. Kapsulirane kvasovke so pri teh koncentracijah in 
temperaturah proizvedle več etanola in imele boljši izkoristek alkoholne fermentacije kot 
proste kvasovke. Kljub temu je bila dosežena koncentracija etanola v primerjavi s 
fermentacijo pri 24 °C slabša. Izkazalo se je, da je imela kombinacija visoke temperature 
in visoke koncentracije etanola najbolj letalen učinek na kvasovke. Pri temperaturi 42 °C 
in 24 % glukoze je bila pridobljena koncentracija etanola najnižja, prav tako je v gojišču 
ostalo največ glukoze.  
V zadnjem delu poskusa smo preučevali vpliv polisaharidnega nosilca na potek alkoholne 
fermentacije s kapsuliranimi kvasovkami. Uporabili smo alginat, hitozan in pektin. 
Fermentacije smo izpeljali pri temperaturi 24 °C. Alginatne mikrokroglice so se izkazale 
za najučinkovitejše. Izkoristek alkoholne fermentacije in proizvodnja etanola je bil pri 
kvasovkah kaspuliranih v alginat največji. Mikrokroglice pripravljene s hitozanom in 
pektinom so imele slabšo učinkovitost kapsulacije. Pri mikrokroglicah, pripravljenih iz 
pektina in hitozana, je večji delež kvasovk uspel preiti membrano mikrokroglice in v 
gojišču uspešno rasti v prosti obliki. Slabši izkoristki alkoholne fermentacije so lahko 
rezultat slabše mehanske stabilnosti pektinskih mikrokroglic in slabše prehodnosti hranili 
in metabolitov, ter protimikrobnih lastnosti hitozana pri mikrokroglicah narejenih s 
hitozanom. 
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Enačba za izračun koncentracije celic [cel/mL] iz izmerjene absorbance pri 660 nm (Seidel, 2012). 
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PRILOGA C 
Kromatograma fermentacijskih vzorcev pridobljenih z inkubacijo kapsuliranih kvasovk v alginatnih mikrokroglicah. Slika zgoraj 
predstavlja vzorec ob inokulaciji, slika spodaj predstavlja vzorec na zadnji dan fermentacije v gojišču z 12 % glukoze pri 24 °C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
